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Bd. 293 (1953) 


Die kontinuierliche Extraktion von Stoffgemischen 
unter Anderung eines Parameters nach dem Volum-Ersatzprinzip * 


Von 
Rudolf K. Zahn und Irmgard Stahl 


Aus dem Institut fiir Chemische Physiologie der Johann-Wolfgang-Goethe-Universitat 
Frankfurt a. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Dezember 1952) 


Infolge der besonderen physikalisch-chemischen EKigenschaften der 
Proteine, Lipoproteide und Proteolipoide kann die unmodifizierte 
Chromatographie, von besonderen Fallen abgesehen, nicht angewandt 
werden. Die Molekilgr68e und Strukturempfindlichkeit der Proteine 
li8t im allgemeinen keine vollstindig reversible Adsorption zu. Die 
Phasenverteilung bzw. Verteilungschromatographie st6Bt gewéhnlich 
deshalb auf Schwierigkeiten, weil die meisten Proteine infolge ihres 
stark polaren Aufbaues in zwei Phasen nicht oder nur unter Anderung 
der urspriinglichen Struktur léslich sind. 

Da das Léslichkeitsverhalten einen bestimmten EiweiBstoff be- 
sonders gut charakterisiert, wurde ein darauf beruhendes Trennverfahren 
entwickelt. Dieses kann sogar zur Charakterisierung von polydispersen 
Substanzen auf Grund ihres Léslichkeitsverhaltens herangezogen 
werden. In der Tat wurden mit Hilfe einer ahnlichen Apparatur von 
Desreux Léslichkeitskurven von Polythen, Nitrocellulose und Acetat- 
cellulose aufgenommen?. 

In der praparativen Chemie verwendet man Verfahren, bei denen 
der zu trennende Stoff mit bestimmten Mengen Lésungsmittel — meist 
Ammonsulfatlésungen eines gegebenen Sattigungsgrades, oder aber 
auch mit wiBrigen Athanollésungen verschiedener Volumenkonzen- 
tration — in Fraktionen behandelt wird. Auf dieser Basis wurden 
Trennverfahren fiir Serum-Eiwei8-K6rper des Menschenblutes auf- 
gebaut. Diese Verfahren der ,,fractional extraction‘? funktionieren 
nur dann, wenn die Zusammensetzung des zu trennenden Gemisches 
bekannt bzw. immer dieselbe ist. Man kann z. B. nur Sammelblut 
fraktionieren. Pathologische Seren und Plasmen haben bislang in bezug 
auf den wirklichen Gehalt an Einzelkomponenten immer falsche Resul- 


tate geliefert, sofern das Verfahren nicht speziell adaptiert wurde. 


* Ausgefiihrt mit Mitteln der Forschungsgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft. 
1 V. Desreux, Recueil. Trav. chim. Pays-Bas 68, 10 ‘ene? 
2 FE. J. Cohn et al., J. Amer. chem. Soc. 72, 465 [1950]; W. F. Lever et al., 
J. clin. Invest. 30, 99 [1951]. 
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Die hier zu beschreibende Methode hat diesen Nachteil nicht. Sie 
eignet sich ebenso fiir analytische wie fiir praparative Zwecke, d.h., 
ein unbekanntes Gemisch kann nicht nur in seine Einzelkomponenten 
zerlegt werden, sondern diese kénnen auch quantitativ gewonnen werden. 

Die Trennung kann mit Hilfe einer einfachen und billigen Apparatur 
selbsttatig geschehen. 

Es kénnen in ein und derselben Vorrichtung unter giinstigen Um- 
stinden Milligramm- bis Kilogramm-Mengen getrennt werden, und 
man erhilt bei richtiger Anwendung die auf Grund theoretischer Uber. 
legungen berechnete Ausbeute. 

Das Verfahren und die Vorrichtung kénnen auch auf andere Stoffe 
angewendet werden. In dhnlicher Anordnung, diskontinuierlich ar. 
beitend, untersuchte Desreux® z. B. die Heferibonucleinsaure. 


Prinzip 

Das Prinzip der Methode sei hier an Hand der Extraktion eines 
Protein-Niederschlages mit Hilfe einer Ammonsulfatlésung unter 
Variation der Ionenstirke geschildert. Auf gleiche Art ist es méglich, 
auch andere Parameter zu variieren wie 

a) Wasserstoffionenkonzentration (z. B. durch geeignete Kombination 
von Sauren und Basen bzw. saure und alkalische Puffer und 
b) Dielektrizitétskonstante (z.B. durch Kombination organischer 

Lésungsmittel mit Wasser). 

Man gibt das zu trennende Protein-Gemisch als Niederschlag auf 
eine geeignete Tragersubstanz (Diathomeenerde, Bimstein, Sand, Cellu- 
lose, Silikagel oder dergl.), indem man eine Suspension von Kieselgur 
im Fallungsmittel in die Protein-Lésung gieBt. Nach innigem Ver. 
mischen wird langsam weiter Fillungsmittel (Ammonsulfatlésung) 
hinzugefiigt. Dies darf nicht zu plétzlich geschehen, damit es nicht 
zur Klumpung kommt. Der entstehende Niederschlag soll méglichst 
in den Gefaichern der Diathomeenerde deponiert werden. In diesem 
Falle kann die Extraktionslésung selbst unter der Quellung, die meist 
vor-dem In-Lésung-Gehen des Niederschlages eintritt, stets ihren Weg 
durch die Kapillaren zwischen den Tragerpartikeln finden. 

Der Niederschlag soll von der Tragersubstanz zuriickgehalten, aber 
an dieser méglichst nicht absorbiert und keinesfalls denaturiert werden. 

In einer friiheren Arbeit* zur Trennung eines Hefeautolysates ver- 
wendeten wir inertes Gas (Stickstoff, Luft) als Trager. Von Schiitz 
et al.5 wurde die kontinuierliche Extraktion mittels Schaumes zur Dar- 
stellung und Kristallisation von gallensauren Salzen verwendet. Es 
sind auch Emulsionen als Trager fiir die zu extrahierenden Stoffe denk- 
bar, wie schon Lewis® angab. 


3 V. Desreux u. E.M.Ghuysen, Bull. Soc. chim. belges 60, 410 [1951]. 
4 R.K. Zahn, Angew. Chem. 62, 170 [1950]. 

5 R. Bader u. F. Schiitz, Trans. Faraday Soc. 42, 473 [1946]. 

6 W.C.M. Lewis, Philos. Mag. 15, 499 [1908]. 
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Bei manchen Niederschlagen, besonders wenn sie sich im spezif. 
Gewicht vom Extraktionsmittel geni‘gend unterscheiden, kann man 
ohne Trigersubstanz auskommen. Man gibt den Niederschlag in ge- 
eigneter Verteilung in ein GefaéB, in dem den sedimentierenden Par- 
tikeln — von unten her, wenn sie sich absetzen — oder von oben her, 
wenn sie zur Oberflaiche steigen — der Strom des Extraktionsmittels 
entgegengefihrt wird. Natiirlich ist in diesem Falle die Extraktions- 
geschwindigkeit der Niederschlagspartikel begrenzt. AuBSerdem ist bei 
diesem Verfahren das Tot-Volumen betrachtlich und ebenfalls eine 
Funktion der Sedimentationsgeschwindigkeit. 

Die Saule, bestehend aus Tragersubstanz plus Protein-Niederschlag 
wird zunichst mit konz. Ammonsulfatlésung, in der sich der Nieder- 
schlag nicht lést, durchstrémt. Spater wird diese (NH,),SO,-Lésung 
durch ein besonderes Verfahren langsam verdiinnt. Dabei werden die 
Protein-Fraktionen in verschiedener Konzentration, je nach MaBgabe 
ihrer Léslichkeit, ausgewaschen. 

Zuerst werden die Fraktionen extrahiert, die im reinen Lésungs- 
mittel am léslichsten sind, alle anderen nach Mafgabe ihrer Loslichkeit 
bis zu den schwer léslichen Fraktionen. Dabei soll von einer Elutions- 
menge einer gegebenen Konzentration mindestens so viel durch die 
Siule gegeben werden, als erforderlich ist, um die bei dieser Konzen- 
tration in Lésung gehende Fraktion als gesittigte Lésung zu lésen. 
Sind die Lésungsmengen geringer, dann wird diese Fraktion mit in das 
Gebiet verdiinnter Lésungen hinein verschleppt, was einen ungeniigenden 
Trenneffekt ergibt. 

Im allgemeinen geschieht die Verdiinnung des Elutionsmittels 
kontinuierlich, doch kénnen in besonderen Fallen auch diskontinuier- 
liche bzw. stufenweise sich andernde Konzentrationen gewahlt werden. 

Am einfachsten erfolgt die Anderung der Lésungsmittelkonzen- 
tration selbsttatig so, daB zu einem Volumen V, einer konzentrierten 
Lésung (einer solechen Anfangslosung, in der der Protein-Niederschlag 
zunichst gar nicht oder zumindest doch nur teilweise léslich ist) pro 
Zeiteinheit unter geeigneter Durchmischung ein Volumen JV), hinzu- 
gegeben wird. Von dem _ resultierenden Gesamtvolumen V, + Vp 
wird dann pro Zeiteinheit ein anderes Volumen V, (im allgemeinen 
wird V, = V, gehalten) entnommen und als Elutionsmittel durch 
die Saiule gegeben. Die Protein-Fraktion, die mengenmaBig den gréBten 
Anteil des Protein-Niederschlages ausmacht, bestimmt die Mindest- 
menge an Eluens gegebener Beschaffenheit, die durch die Siule hin- 
durchgegeben werden mu8 und bestimmt damit auch die GréBe des 
Volumens V,. Das aus der Saule ausflieBende Eluens und die darin 
eluierten Protein-Mengen werden mit Hilfe eines Fraktionssammlers? 
in geeignet festgelegten Fraktionen gesammelt. 

Die verwendete Anordnung, die mit den einfachsten Mitteln im 
Labor selbst hergestellt werden kann, ist in Abb. 1 wiedergegeben. 


7 R.K. Zahn, Chemie-Ingenieur-Technik 24, 620 [1952]. 
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Abb. 1. Anordnung zur Durchfiihrung der konti- 
nuierlichen Extraktion von Proteinen. 
V, = GefaéB mit Lésung 1, V, = GefaiB mit Lésung 2, 
N = Niveau-Konstanthalter, R = Durchmischungs- 
einrichtung, F Glasfritte mit Tragersubstanz, auf 
der sich der zu fraktionierende Niederschlag befindet, 
T = Abfiilltrichter, b = Abfiillventil (kann bei Ver. 
wendung von Fraktionssammlern, deren GefaBe durch 
Briicken verbunden sind, entfallen?), C = Fraktions- 
sammler. 














Zwei GefiBe V. und N kommunizieren miteinander, 
Sie sind mit der Lésung 2 gefiillt. Das GefaB N ist 
als Niveau-Konstanthalter ausgebildet, dergestalt, daB 
bei Senkung des freien Meniskus selbsttatig aus einem 
GefaiB V, solange von der darin enthaltenen Lésung 1 
in N einstrémt, bis der dadurch wieder steigende Menis- 
kus im Auslaufrohr V, von unten her von der Luft 
abschlieBt. Dadurch, daB N mit V, kommuniziert, 
wird auch der Meniskus in V, auf etwa der gleichen 
Hohe gehalten. 

Es empfiehlt sich unter Umstanden — namlich dann, wenn Lésung 1 spezifisch 
schwerer als Lésung 2 ist —, ein umgekehrt U-férmiges Verbindungsstiick zwischen 
N und V, einzuschalten, um ein Umwialzen und damit einen ungewiinschten 
Konzentrationsausgleich der Lésungen zu vermeiden. 

Die aus V, via N nach V, evtl. einstrémende Lésung 1 wird mit der in V, 
enthaltenen Lésung 2 durch eine Riihrvorrichtung R gemischt. Das GefaiB V, 
verfiigt itiber einen Auslauf, der im einfachsten Falle am Boden austritt und V, mit 
der Fritte F, auf der sich die Tragersubstanz mit dem zu trennenden Niederschlag 
befindet, verbindet. Zur Ausnutzung des hydrostatischen Druckes zur Durch- 
strémung der Saule befindet sich F in geeignetem Abstand unterhalb von V,. 

Die Fritte ist am besten noch mit einem Mantel umgeben, der mit Wasser 
aus einem Thermostaten gespeist wird, um bei konstanter Temperatur arbeiten 
zu k6énnen. 

Lauft etwas von der in V, enthaltenen Lésung ab, so tritt der Niveau- 
Konstanthalter in Tatigkeit und ersetzt das ausgelaufene Volumen an Lésung 2 
durch ein gleich groBes Volumen an Lésung 1. Hierdurch sinkt in V, der Gehalt 
an Lésung 2 von urspriinglich 100° asymptotisch auf 0% ab, wahrend der Gehalt 
an Lésung 1 von urspriinglich 0°, asymptotisch auf 100% ansteigt. F wird also 
von einer in der Beschaffenheit (dem Stoffgehalt, dem Ionengehalt, der Dielektri- 
zitatskonstante) veranderlichen Lésung durchstrémt. 

Zwischen V, und F kann eine Pumpe eingeschaltet werden, welche die aus 
V. austretende Lésung unter geeignetem Druck F zufiihrt. Die Losung durch- 
stroémt F und tritt dann in die Abfiillvorrichtung T, b des Fraktionssammlers C. 
Durch einfache MaBnahmen, wie AbschluB8 von der freien AuBenluft kann nétigen- 
falls dafiir gesorgt werden, daB auf dem gesamten Wege Sterilitét herrscht und 
erhalten bleibt. ” 

Die Eigenart dieser Methode beruht darin, daB die Anderung der 


Variablen (Extraktionsmittel) logarithmisch erfolgt. 

Ks ist jedoch durch geeignete Formgebung zweier GefaiBe gleicher 
Niveauhdhe, welche gleichzeitig miteinander auslaufen und die die 
Lésung 1 und 2 enthalten, auch méglich, eine lineare Anderung der 
Beschaffenheit zu erreichen; es k6nnen auch in GefaBe beliebiger Form 
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gecignete Einsitze gegeben werden, welche durch ihre Flissigkeits- 
verdrangung bestimmte ,,Auslaufcharakteristiken“ erzeugen oder dergl. 
Solche MaBnahmen werden jedoch mit viel St6rungsméglichkeiten bei 
geringer Genauigkeit der Charakteristik erkauft. 

Wir haben inzwischen ein Verfahren ausgearbeitet, das — Gegen- 
stand einer spiteren Ver6ffentlichung — es gestattet, theoretisch 
erarbeitete Anderungscharakteristiken unmittelbar in Variation des 
Parameters: Beschaffenheit des Extraktionsmittels — zu tibertragen. 
Selbstverstaindlich ist es méglich, mehrere Parameter gleichzeitig zu 
andern. 


Ausfihrungsbeispiel 


100 g getrocknete Branntweinhefe werden mit 100 ccm Wasser wahrend 
einer Stunde bei 25°C zur Quellung gebracht und anschlieBend glatt geriihrt. 
Der erhaltene zabe Brei wird mit 25 ccm Essigester versetzt und bei 35° C unter 
gelegentlichem Umriihren 3 Stdn. stehen gelassen, dann werden 200 ccm 0,1-m. 
Natriumcitrat, py 7,5, zugefiigt; nach 3 Stdn. wird das py mit NH,OH auf 7,5 
nachreguliert. Nach 10—12 Stdn. werden 200 ccm Wasser zugegeben und das 
py mit NH,OH nachreguliert. Die Gesamtmenge betrigt jetzt etwa 510 ccm. 
Bei py 7,5 wird scharf zentrifugiert (15000 g). Die Temperatur soll 25°C nicht 
iibersteigen. Nach Zentrifugierung werden etwa 300 ccm leicht opaleszierender, 
viskéser Lésung abgegossen. Beim Erhitzen einer Probe auf 80—90° C tritt 
grobflockige, starke Koagulation ein. In den Zentrifugierungsiiberstand von 
300 com werden 25g Kieselgur eingeriihrt und unter etwa 2-stdg. Riihren bei 
25°C 190g Ammonsulfat darin gelést. Bei 20°C lésen sich nur 184 g Ammon- 
sulfat. Suspension A. 

In 40 ccm gesattigter Ammonsulfatlésung werden etwa 10g Kieselgur 
suspendiert und auf einer Fritte 17 G3 als Filter angesaugt. Die das Protein 
enthaltende Suspension A wird darauf gegeben und abgesaugt. Mit 60 ccm ge- 
sittigter Ammonsulfatlésung nachwaschen. 

Bei Verwendung einer schmileren Nutsche wird wegen zu hoher Schicht 
schlecht abgesaugt. Porésere Fritten lassen Kieselgur durchtreten, dichtere fiihren 
zu unnotiger Verlangsamung. 

Der unklare erste Durchlauf scheidet beim Einengen im Vakuum-Umlauf- 
Verdampfer zwar noch ein Kohlenhydrat, ein Hamin und etwas Flavoproteid ab, 
wird aber von uns verworfen. 

Die Extraktion wird der Einfachheit halber auf der Fritte vorgenommen. 
In den Kragen der Fritte wird ein doppelt durchbohrter Korken oder Gummi- 
stopfen eingepreBt. Durch die eine Bohrung wird die Extraktionslésung zugefiihrt, 
durch die andere, die durch einen Glasstab verschlossen werden kann, entweicht 
die verdrangte Luft, bis das Totvolumen mit der Extraktionslésung gefiillt ist. 
Weitere Zufuhr an Lésung bewirkt durch Druckanstieg Filtration durch den 
Protein-Niederschlag — die Extraktion beginnt. 

Es werden insgesamt 500 ccm Eluens im Verlauf von 12—24 Stdn. durch 
die Anordnung hindurchgeschwemmt, wahrend die auslaufende Fliissigkeit in 
100 Fraktionen a 5 ccm unterteilt wird. 25 Fraktionen zu je 20 ccm sind wahr- 
scheinlich jedoch ausreichend. Wahrend der Extraktion soll die Sattigung des 
Eluens von fast 100% auf 0,7°% heruntergehen. Diese Bedingung wird erfiillt, 
wenn das zu verdiinnende Volumen V, = 100 cem gemacht wird. 

Abb. 2 zeigt den Erfolg des Versuches. 

Die y,-Achse stellt die Gewichtskonzentration an Ammonsulfat in der Extrak- 
tionslésung, die ausgezogene Kurve deren Abhangigkeit von der Nummer der 
Fraktion dar. Bei konstanten Fraktions-Volumina, wie hier, gibt die Fraktions- 
nummer gleichzeitig ein MaB fiir die durch die Saule gelaufene Flissigkeitsmenge. 
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Abb. 2. Ammonsulfat-Fraktionierung von Hefe-Autolysat. 
Erklarung im Text. 


Die y,-Achse gibt die relativen Mengen an Protein, die gestrichelte Kurve 
deren Abhangigkeit von der Fraktionsnummer. Da die den einzelnen Maxima 
entsprechenden Mengen um etwa das 1000-fache schwanken, wurde diese Dar- 
stellung gewahlt. Dabei sind nur die Proteinmengen der Fraktionen, die zu einer 
Stoffbande gehéren, vergleichbar. Der Proteingehalt der Fraktion, die das 
Maximum der gegebenen Bande enthielt, wurde gleich 100 gesetzt. Dieses Dar- 
stellungsverfahren war um so ndétiger, als die 5 bis jetzt aufgefundenen Banden 
nach verschiedenen Methoden ausgewertet wurden, wie spezifische Extinktionen 


und H,0,-Zersetzungsgeschwindigkeit. 


Abb. 3 zeigt die neuerliche kontinuierliche Extraktion der Frakt. 10—13 
von Abb. 2. Es ist die Abhangigkeit der Extinktion bei 290 my von der Fraktions- 
nummer dargestellt. Neben dem Hauptgipfel wird ein deutlicher, die Fehlerbreite 
der Bestimmungsmethodik iiberragender zweiter Gipfel sichtbar. Die Cytochrom- 
c-Fraktion, um die es sich hier handelt, konnte nicht mehr mit der gleichen Aus- 
beute aus allen Hefelieferungen nach diesem Verfahren dargestellt werden. 


Abb. 2 veranschaulicht deutlich, daB bei dieser Trennung zu. Beginn, wo sich 
die Salzkonzentration und damit auch die Ionenstarke infolge der Eigenart der 
Anordnung rasch mit der Extraktionsmenge andert, die Stoffbanden dicht bei- 
einander liegen und keine Fraktion mit dem Proteingehalt Null gefunden wurde, 
was bei vollstindiger Trennung der Fall sein sollte und wie dies bei den spiter 
auftretenden Stoffbanden zu sehen ist. Man kann dies jedoch in einfachster Weise 
so erreichen, daB man in diesem Beispiel zunichst konzentrierte Ammonsulfat- 
lésung nicht mit Wasser, sondern mit halbgesattigter Salzlésung verdiinnt, um 
dann in einem zweiten Schritt halbgesittigte Ammonsulfatlésung mit Wasser 
zu verdiinnen. Durch Anordnung mehrerer AuslaufgefaBe V,’, V,’’, V1’” ... 
mit geringem gegenseitigem Niveau-Unterschied kann erreicht werden, da8 zu- 
nachst das Gefa8 V,’ auslauft, dann V,’’ usw. Auf diese Art kann also die Ande- 
rung des Parameters in viele automatisch sich abwickelnde Schritte unterteilt 


werden. 
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Abb. 3. Kontinuierliche Extraktion der Cytochrom-c-Fraktion von Abb. 2. 














Mathematische Behandlung 
Fiir das systematische Arbeiten mit Proteinen ist es erforderlich, z. B. die 
Salzkonzentration bzw. die Ionenstaérke oder den Grad, bis zu dem ein gegebener 
Parameter variiert wurde, genau zu kennen bzw. vorausbestimmen zu kénnen. 
Im folgenden sei daher fiir das Beispiel: 
,,Anderung des Parameters Salzkonzentration“‘ 


die mathematische Behandlung gegeben. Es ist evident, daB durch einfache 
geeignete Umformung die hier abgeleiteten Formeln fiir jeden Parameter Giiltig- 
keit erlangen kénnen. 

Wir méchten an dieser Stelle Herrn Dr. Bruno Berneis, Wiesbaden, ganz 
besonders fiir seine Hilfe danken. 

Es werde eine Ammonsulfatlésung mit Wasser verdiinnt. 

Es sei 

Urspriingliche Stoffmenge im LésungsgefiB V,: M, (g), 
Volumen des LésungsgefaBes V,: V (ccm), 
Volumen eines Tropfens: v (ccm). 

Das Tropfvolumen als oberflichenaktivitatsabhangige GréBe wechselt, kann 
der Einfachheit halber aber trotzdem konstant angenommen werden, wenn man 
alle Volumina v durch einen nicht oberflachenaktivitatsabhangigen Vorgang (z. B. 
Pumpe) abteilt. 

Nummer der Fraktion: n (ohne Dimension), 
Volumen einer Fraktion: h (ccm), 


Anzahl der Tropfen in h com: = k (ohne Dimension). 


Urspriingliche Konzentration im Lésungsgefi8 V, 


A (gjeem) 


Konzentration in der n-ten Fraktion 


dann gilt 
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Die Salzmenge betragt: Im Volumen V, verbleibt die Salzmenge: 
im 1. Tropfen 
M v v 
Mr) => -0 = My— Ma M,— My = My (1- 7) 
- M, (1—q) = Mg 
wenn g = 1 - 
im 2. Tropfen 
Mrz = Moa y M.q — Mg (\—9) 
= M, (1—9)4 =M.¢ 


im k. Tropfen 
Mrx = M, (i—g) ge Mg 


Die Summe aller Salzmengen im 1., 2., ... k. Tropfen ist aber gleich der 
Salzmenge J/, in der ersten Fraktion; 
also gilt: 
k=k 
M, = SM, (l—-¢*) YO = UN, (1-*— (1 +-9¢4+44+¢4+ 
k=1 


_ M, (1—q") 


Entsprechend gilt: 
“k=2k 
M, = S M,(1—9) : gt! — M, = M, (1—g) — MW, (1—9*) 
k=1 


M y (q* — q?*) 


k=(n—1)k 


= YM, (I-49) g—! — SM, (1-9) ge 
, .Mti=-o) — M, (l—gin— Dk) 
oder 
My, = My (qe—Vk — gnk) 
Die Salzmenge M,, in der n-ten Fraktion betragt also 
NM, = M, (gr—vk — grt). 


Abb. 4 ist eine graphische Darstellung der Funktion Cn = f(n) in halb- 
logarithmischem Koordinatensystem. Es zeigt sich, daB die Funktion, die die 
Anderung der Salzkonzentration mit der Zahl der Fraktionen darstellt, in diesem 
System als Gerade verliuft, was die Extrapolation auBerordentlich erleichtert. 
Aus diesem Grunde diirfte im allgemeinen die graphische Auswertungsmethode 
der umstandlicheren rechnerischen vorzuziehen sein. 

In den Fallen, wo es unter Beibehaltung aller anderen GréBen dieses Systems 
darauf ankommt, die Tropfengré8e zu variieren, empfiehlt es sich, eine Spur 
oberflichen-aktiver Substanz in das System zu bringen. 


Diskussion 
Bei dieser Methode werden Stoffe in der Reihenfolge ihrer 


Loslichkeit extrahiert. Die Konzentration C, einer Substanz im Eluat 
wird also eine Funtion der Loslichkeit ZL sein. 
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Abb. 4. Verdiinnung einer konz. Ammonsulfatlésung mit Wasser nach Methode 1. 
Ordinate: (NH,),.SO,-Konz. in %, Abszisse: Anzahl der Fraktionen. 


C, = f (LZ) 

Das ist fiir den Fall der fraktionierten Extraktion und der frak- 
tionierten Fallung keineswegs feststehend, kann doch z. B. eine Sub- 
stanz eine andere, an sich viel schwerer lésliche in Lésung halten, wie 
dies z. B. bei dem gelben Oxydationsferment von Theorell beschrieben 
wurde, 

Stérungen, wie verzégertes Erscheinen einer Substanz im Eluens 
werden durch abnorme Diffusionskonstanten auftreten. Bei stark 
asymmetrischen Proteinen ist infolgedessen mit solchen Stérungen zu 
rechnen. 

C, ist dann nicht nur eine Funktion der Léslichkeit L, sondern 
auch eine Funktion der Diffusionskonstanten D. 

C,=f(L,D). 

Besonders unangenehm beziiglich der Trennung werden sich 
Adsorptionseffekte an der Trigersubstanz auswirken. Im allgemeinen 
wird hierbei, neben einer méglichen Denaturierung: ,,Tailing“, d. h. 
eine Verbreiterung und Abflachung der austretenden Stoffbande beob- 
achtet. Das kann soweit gehen, da die zur Elution notwendigen 
Lésungsmengen ins Untragbare gehen. In solchen Fallen ist die Trager- 
substanz zu wechseln. Wir arbeiten z. Zt. an einer Methode, die die 
Verwendung von Trigern tiberhaupt iiberfliissig macht. 


8 H. Theorell, Biochem. Z. 278, 263 [1936]. 
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Bezeichnen wir mit A die Adsorbierbarkeit eines Stoffes am Trager, 
so wird 
C,=f(L, D, A). 


Zusammenfassung 


Das Verfahren der kontinuierlichen Extraktion beruht im wesent- 
lichen darauf, daB 

1. von dem zu trennenden Stoffgemisch ein Niederschlag erzeugt wird, 

2. der Niederschlag auf einem in einer Siule angeordneten Traiger 
niedergeschlagen wird, 

3. diese Saéule von einer Lésung sich kontinuierlich andernder Be. 
schaffenheit durchstrémt wird, wobei Komponenten des Stoff- 
gemisches nacheinander in Lésung gehen und 

. die Komponenten in einem Fraktionssammler getrennt voneinander 

gesammelt werden. 

Das Verfahren wurde besonders im Hinblick auf die Trennung und 
Reinigung von Proteinen ausgebaut. ; 

Die mathematische Behandlung fiir die Anderung Parameters nach 
dem _ ,,Volumersatzprinzip“ wird gegeben. 

Die Anordnung zum Selbstbau und ein Extraktionsbeispiel werden 
beschrieben. 


Zur Bestimmung der carboxyl-endstandigen Bausteine in Proteinen 
Von 
Ernst Waldschmidt-Leitz und Karl GauB8 


Aus dem Institut fiir Organische Chémie der Technischen Hochschule in Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. April 1953) 


Das Verfahren zur Bestimmung der carboxyl-endstaéndigen Amino- 
siuren in Peptiden, das wir beschrieben haben', griindet sich auf die 
Abspaltung derselben aus den dinitrophenyl-substituierten Peptiden 
durch Carboxypeptidase. Dieses Verfahren ist auch auf Proteine iiber- 
tragbar. Hier findet man nicht nur die dinitrophenyl-substituierten, 
sondern auch die nichtsubstituierten Proteine spaltbar durch das 
Enzym?, wenn auch mit geringer Geschwindigkeit, ohne daB Unter- 
schiede in den jeweils gebildeten Spaltprodukten zu bemerken waren. 
Offenbar ist der aktivierende Einflu8 einer Substitution der freien Amino- 
gruppen auf die Spaltbarkeit durch das Enzym bei den langen Peptid- 
ketten der Proteine weniger ausgeprigt als bei den niederen Peptiden. 

Wir haben das Verfahren zur Ermittlung der carboxyl-endstindigen 
Aminosauren zunichst angewandt auf Insulin sowie auf drei verschiedene 


1 EK. Waldschmidt-Leitz u. K. Gau8, Chem. Ber. 85, 352 [1952]. 
4 Vgl. J.G. Harris, J. Amer. chem. Soc. 74, 2944 [1952]. 
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Priparate von Clupein, die wir als Clupein A bzw. B, bzw. B, bezeichnen; 
von diesen sind die beiden ersteren die bei der Fraktionierung des Roh- 
clupeins durch Umscheidung aus wiBriger Lésung in der Kalte er- 
haltenen schwerstléslichen Hauptfraktionen aus einer alten, vor mehr 
als 20 Jahren durchgefiihrten Darstellung bzw. aus einer Darstellung 
aus neu beschafften Heringstestikeln (Quotient N: NH, = 125 bzw. 
— 122), wihrend das Praparat B, die bei der Fraktionierung neben B, 
erhaltene leichtestlésliche Fraktion darstellt (Quotient N : NH, = 22). 
Die bei der Einwirkung von Carboxypeptidase auf diese Protein- 
priaparate nacheinander im Papierchromatogramm auftretenden Amino- 
siuren sind in ihrer Reihenfolge in Tab. 1 angefihrt. 


Tab. 1. Spaltung von Proteinen durch Carboxypeptidase; Reihenfolge der nach- 
weisbaren Aminosauren 
(Angaben in den Klammern bedeuten die Intensitaét des beob. Fleckens, naimlich: 
x = schwach, + = deutlich, ++ = stark, +-+-+ = sehr stark; die end- 
standigen Aminosiuren sind gesperrt gedruckt). 





Insulin | Clupein A | = Clupein B, | Clupein B, 


Alanin (++-+)|Alanin (+++) |/Alanin (+-+-+)/Alanin(?) (+++) 
Lysin (+) Serin (++) |Serin (++) | Valin (+) 
Asparagin(+) Arginin (+) Arginin (+) Serin (+) 
Tyrosin oO Valin (+) Valin (+) Arginin(?) (+) 
Leucin (x) Threonin x) 
Tsoleucin (x) 





Aus der beobachteten Reihenfolge ihres Auftretens im Chromato- 
gramm 1JaéBt sich indessen die wahre Anordnung der Bausteine am 
Carboxylende des Proteins nicht ohne weiteres ableiten; man mu8 dazu 
auch die fiir die einzelnen Aminosiiuren verschiedene Empfindlichkeit 
des Nachweises mit Ninhydrin beriicksichtigen, wie sie fiir die in Tab. 1 
angefiihrten Aminosiuren in Tab. 2 zusammengestellt ist. 


Tab. 2. Nachweisbarkeit von Aminoséuren im Papierchromatogramm mit 
Ninhydrin nach Dent’. 





Geringst nachweisbare Geringst nachweisbare 
Aminosaure Menge Aminosaure 
Y | 10-* Mol 





Alanin 2 2 Threonin 
2 


Valin 3 ; Tyrosin 
Leucin 10 a Asparagin 
Isoleucin 10 7, Lysin 
Serin 2 1. Arginin 











Beim Vorliegen mehrerer verschiedener Peptidketten in einem 
Protein wird auBerdem die Geschwindigkeit der Abspaltung der einzelnen 
endstindigen Bausteine durch die Carboxypeptidase auf die Reihen- 
folge ihres Auftretens im Chromatogramm von EinfluB sein, hier wird 
die enzymatische Methode allein also keine sicheren Riickschliisse auf 


3 C.E. Dent, Biochem. J. 43, 169 [1947/48]. 
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die Anordnung in den Ketten zulassen. So sind nach den Befunden 
von Sanger und Mitarbeitern* in den beiden verschiedenen Peptid. 
ketten des Insulins Alanin bzw. Asparagin carboxylendstindig; von 
diesen wird offenbar das Asparagin weit langsamer abgespalten als das 
Alanin, da es, wie aus dem Versuchsteil hervorgeht, erst zugleich mit 
dem in der anderen Kette an zweiter Stelle als Baustein folgenden 
Lysin erscheint. 

Clupein, vom Mol.-Gew. um 4000, besteht, wie man mit Sicherheit 
annehmen kann, nur aus einer einzigen Peptidkette. Fiir den schwer- 
léslichen Hauptanteil des Protamins ist festgestellt, daB die Peptid- 
kette durch Prolin eréffnet und daB sie durch wenigstens zwei Arginin- 
reste am Carboxylende abgeschlossen wird®. Hier bedingt also die 
vergleichsweise geringere Empfindlichkeit des Nachweises von Arginin, 
daB im Chromatogramm zuerst die in der Kette auf die Argininreste 
folgende Monoaminosaure, Alanin, sichtbar wird; zufolge des Chromato. 
gramms ist dann an vierter Stelle, vom Carboxylende aus gerechnet, 
offenbar ein Serinrest angeordnet. Wir haben: hier mit dem Versuch 
begonnen, durch photometrische Auswertung der einzelnen Flecken 
im Chromatogramm, die noch ein gréBeres vergleichendes experimentelles 
Material erfordert, diese SchluBfolgerungen weiter zu sichern. 

Es ist bemerkenswert, daf die leichtléslichen Anteile des Roh. 
clupeins, die auch durch einen viel héheren Gehalt an freiem Amino- 
stickstoff ausgezeichnet sind (Praiparat B,, Quotient N: NH, = 22), 
bei der Einwirkung von Carboxypeptidase ein abweichendes Verhalten 
zeigen. Hier hat zunichst die Analyse der amino-endstindigen Bau- 
steine nach dem Sangerschen Verfahren ergeben, daB auBer Prolin 
auch amino-endstiindiges Arginin vorhanden ist®; anscheinend liegt 
in diesem Priparat ein Gemisch von echtem, prolin-endstaindigem 
Clupein mit einem Teilstiick desselben, einer Vorstufe oder einem 
Abbauprodukt, vor, welches durch Arginin am Aminoende gekenn- 
zeichnet ist. Dementsprechend ergibt auch die Analyse fiir die carboxyl- 
endstiindigen Bausteine ein abweichendes Bild: hier erscheint nach 
dem zuerst nachweisbaren Alanin Arginin erst in weiterem Abstand, 
némlich nach Valin und Serin. Hier ist die sichere Plazierung der ab- 
gespaltenen Bausteine durch das Vorliegen mehrerer Peptidketten er- 
schwert. Wie es sich in diesem Falle zeigt, kann die Methode der Ein- 
wirkung von Carboxypeptidase also neben dem Sangerschen Verfahren 
auch dazu dienen, das Vorliegen von Proteingemischen anzuzeigen. 

Die Kennzeichnung der endstindigen Bausteine in den Peptid- 
ketten der Proteine wird als eine der ersten und verhaltnismaBig einfach 
durchzufiihrenden MafSnahmen zur Aufklirung der Feinstruktur 


4 F. Sanger u. H. Tuppy, Biochem. J. 49, 463, 481 [1951] (Phenylalanin- 
Kette); F. Sanger u. E.0. P. Thompson, ebenda 52, III [1952] (Glykokoll- 
Kette); vgl. damit die abweichenden Befunde von S.Akabori, K. Ohno u. 
K. Narita, Bull. chem. Soc. Japan 25, 214 [1952]. 

5 Zufolge E.Waldschmidt-Leitz, Fr. Ziegler, A.Schaffner u. L. 
Weil, diese Z. 197, 219, und zwar S. 222 [1931]. 

6 Nach Versuchen des einen von uns (E. W.-L.) mit R. Voh. 
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steigende Bedeutung erlangen. In diesem Sinne haben wir u. a. mit 
Versuchen begonnen, etwa eintretende Veranderungen in Serum- 
proteinen beim Vorgang der Immunkérperbildung aufzusuchen. Zur 
vorlaufigen Charakterisierung und Unterscheidung von Proteinen 
kénnte es daher niitzlich sein, bei der Anfiihrung eines Proteins seinen 
Namen mit entsprechenden Indices zu versehen, indem man z. B. die 
amino-endstiandigen Bausteine vor, die carboxyl-endstandigen nach dem 
Namen des Proteins angibt, wobei beim Vorliegen mehrerer ver- 
schiedener, miteinander verbundener Peptidketten die entsprechenden 
endstindigen Aminosiuren untereinander anzufiihren waren. Fiir das 
Insulin aus Rinderpankreas ergiibe sich so z.B. die Bezeichnung 
MeInsulin4s)-xH,? fiir das von ihm verschiedene Fischinsulin, fiir welches 
bisher nur die Kennzeichnung der carboxyl-endstaindigen Aminosiuren 


vorliegt’, die Bezeichnung "| Insulin{''%; der schwerlésliche Hauptanteil 
: Arg 


des Clupeins (Prip. A bzw. B,) wire durch den Ausdruck *™°Clupein‘ 
zu kennzeichnen, der ein Gemisch mehrerer, aber wohl nicht chemisch 
miteinander verbundener Ketten darstellende leichtlésliche Anteil 
(Prip. B,) etwa mit dem Ausdruck *°4'Clupein*'® 4" davon zu 
unterscheiden. Die Anwendung einer derartigen, vorlaiufigen Nomen- 
klatur kénnte die Unterscheidung und den Vergleich verschiedener 
Proteinpraparate im Schrifttum erleichtern. 


Beschreibung der Versuche 
1. Spaltung von DNP-Proteinen durch Carboxypeptidase 


Tab. 3. Einwirkung von Carboxypeptidase auf DNP-Clupein, Chromatographie 
der Spaltprodukte 

(Ansatz: 22,2mg DNP-Clupein® (aus Clupein A, Quotient N: NH, = 125) 

+ 0,25 mg krist. Carboxypeptidase (enth. 0,0003 C.-Pol.-E.°); pq 7,4 bis 7,6, 

durch Zugabe von verd. NaOH eingestellt; 37°; Gesamtvolumen 0,675 ccm; 

zur Analyse jeweils 0,05 ccm des Ansatzes 20—24 Stdn. auf Papier!° chromato- 

graphiert mit Butanol-Ameisensaure-Wasser (75 : 15: 10) als Entwicklungsmittel"). 





Einwirkungszeit Beob. Intensitit | Geringst nachweisbare 
Stdn. Aminosiure | Ry-Wert | des Fleckens Menge (10-8 Mol) 


1 Alanin 0,42 schwach 2,3 
Alanin 0,42 schwach 
Arginin 0,11 sehr schwach 8,6 
Alanin 0,43 deutlich 
Arginin 0,11 | deutlich' 
Serin 0,19 schwach 1,9 
Alanin 0,42 stark ' 

Arginin 0,10 deutlich 
Serin 0,18 deutlich 
Valin 0,60 schwach 2,5 


7 Nach Akabori, Ohno u. Narita, l. ¢.4. 

8 Dargestellt nach E.Waldschmidt-Leitz u. L.Pflanz, diese Z., im Druck. 

® Carboxy-polypeptidase-Einheiten (nach E. Waldschmidt-Leitz u. A. 
Purr, Chem. Ber. 62, 2217 [1929]). 

10 Schleicher & Schill 2043b. 

11 Die DNP-haltigen Anteile zeigten hierbei keine Wanderung. 
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Tab. 4. Einwirkung von Carboxypeptidase auf DNP-Insulin; Chromatographie 
der Sypaltprodukte 
(Ansatz: 40,0 mg DNP-Insulin! (aus krist. Insulin, Héchst) + 1,5 mg krist, 
Carboxypeptidase (enth. 0,0042 C.-Pol.-E.); py 7,5, durch Zugabe von verd, 
NaOH eingestellt; 37°; Gesamtvolumen 2,175 ccm; zur Analyse jeweils 0,01 ccm 
des Ansatzes 30—35 Stdn. auf Papier chromatographiert mit wassergesattigtem 
Collidin als Entwicklungsmittel?*). 





Beob. Intensitét | Geringst nachweisbare 
Aminosaure | Ry-Wert | des Fleckens Menge (10~* Mol) 


Alanin 0,18 schwach 23 
Alanin 0,18 deutlich 
Alanin 0,18 stark 

Lysin 0,07 schwach 
Asparagin 0,13 schwach 


Einwirkungszeit 
Stdn. 














2. Spaltung nichtsubstituierter Proteine dtrch Carboxypeptidase 


Tab.5. Einwirkung von Carboxypeptidase auf Clupein A; Zunahme an Amino- 
stickstoff 
(Ansatz: 800 mg Clupein A + 5,0 mg krist. Carboxypeptidase (enth. 0,014 C.- 
Pol.-E.); px 7,2, durch Zugabe von verd. NaOH eingestellt; 37°; Gesamtvolumen 
50,0 cem; Analysenprobe von 6,0 ccm nach van Slyke bestimmt). 





Einwirkungszeit Stdn. 2,5 | 24 


Zuwachs mg NH,—N 0,01 0,42 


Tab. 6. Einwirkung von Carboxypeptidase auf Clupein A; Chromatographie der 
Spaltprodukte 
(Ansatz: 50,0mg ClupeinA + 0,5 mg krist. Carboxypeptidase (enth. 0,0006 
C.-Pol.-E.); pq 7,5—7,6, durch Zugabe von verd. NaOH eingestellt; 37°; Gesamt- 
volumen 1,25 ccm; zur Analyse jeweils 0,05 ccm des Ansatzes 20—24 Stdn. auf 
Papier chromatographiert mit Butanol-Ameisenséure-Wasser (75:15:10) als 
Entwicklungsgemisch). 





Beob. Intensitaét | Geringst nachweisbare 


Einwirkungszeit 
Stdn. 


Aminosaure | Rr-Wert 


des Fleckens 


Menge (10-8 Mol) 








Alanin 
Serin 
Alanin 
Serin 
Arginin 
Alanin 
Serin 
Arginin 
Valin 








deutlich 
schwach 
stark 
deutlich 
schwach 
sehr stark 
stark 
deutlich 
schwach 





2,3 
1,9 


8,6 


2,5 


12 Dargestellt nach F. Sanger, Biochem. J. 89, 507, und zwar S. 511 [1945]. 
13 Die DNP-haltigen Anteile zeigten hierbei den Rr-Wert 0,91. 
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Tab. 7. Einwirkung von Carboxypeptidase auf Clupein B,; Chromatographie 
der Spaltprodukte 
(Ansatz: 50,0mg Clupein B, + 0,5 mg krisc. Carboxypeptidase (enth. 0,0006 
(,-Pol.-E.); pq 7,5—7,6, durch Zugabe von verd. NaOH eingestellt; 37°; Gesamt- 
volumen 1,275 ccm; zur Analyse jeweils 0,05 ccm des Ansatzes 20—24 Stdn. 
auf Papier chromatographiert mit Butanol-Ameisensiure-Wasser (75:15: 10) 
als Entwicklungsgemisch). 





Rinwirkungszeit Beob. Intensitét | Geringst nachweisbare 
Stdn. Aminosaure | Rr-Wert | des Fleckens Menge (10-8 Mol) 





Alanin deutlich 23 
Serin schwach 1,9 
Alanin stark 
Serin deutlich 
Arginin schwach 8,6 
Alanin sehr stark 
Serin stark 
Arginin deutlich 
Valin schwach 2,5 














Tab. 8. Einwirkung von Carboxypeptidase auf Clupein B,; Chromatographie 
der Spaltprodukte 
(Ansatz: 50,0 mg Clupein B, + 0,167 mg krist. Carboxypeptidase (enth. 0,0002 
(.-Pol.-E.); pq 7,5—7,6, durch Zugabe von verd. NaOH eingestellt; 37°; Gesamt- 
volumen 1,058 ccm; zur Analyse jeweils 0,045 ccm des Ansatzes 20—24 Stdn. 
auf Papier chromatographiert mit Butanol-Ameisensiure-Wasser (75:15: 10) 
als Entwicklungsgemisch). 





Einwirkungszeit Beob. Intensitét | Geringst nachweisbare 
Stdn. Aminosaure | Rr-Wert | des Fleckens | Menge (10-8 Mol) 





1 Alanin 0,43 stark 

Valin 0,65 schwach 
Serin 0,19 sehr schwach 
Alanin 0,43 sehr stark 
Valin 0,65 deutlich 
Serin 0,19 deutlich 
Arginin 0,08 schwach 
Threonin 0,31 sehrschwach 
Tsoleucin 0,74 sehrschwach 
Alanin 0,43 sehr stark 
Valin 0,65 deutlich 
Serin 0,19 deutlich 
Arginin 0,11 deutlich 
Threonin 0,31 schwach 
Isoleucin 0,74 schwach 














Zusammenfassung 


Die carboxylendstandigen Bausteine in Proteinen lassen sich, wie 
am Beispiel des Insulins und einiger Priparate von Clupein gezeigt wird, 
durch Carboxypeptidase abspalten und papierchromatographisch nach- 
weisen; dabei hat man die fiir die einzelnen Aminosauren verschiedene 
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Tab. 9. Einwirkung von Carboxypeptidase auf Insulin; Chromatographie der 
Spaltprodukte 

(Ansatz: 42,2 mg krist. Insulin (Héchst)+ 1,5 mg krist. Carboxypeptidase 

(enth. 0,0042 C.-Pol.-E.); py 7,5, durch Zugabe von verd. NaOH eingestellt; 379, 

Gesamtvolumen 2,2 ccm; zur Analyse jeweils 0,01 ccm des Ansatzes 30—35 Stdn. auf 

Papier chromatographiert mit wassergesattigtem Collidin als Entwicklungsgemisch), 








Einwirkungszeit Beob. Intensitét | Geringst nachweisbare 
Stdn. Aminosaure | Ry-Wert | des Fleckens Menge (10-8 Mol) 
2 Alanin 0,18 deutlich 2,3 
4 Alanin 0,18 stark 
Lysin 0,07 schwach 10,3 
Asparagin 0,13 schwach 3,8 
9 Alanin 0,18 sehr stark 
Lysin 0,07 deutlich 
Asparagin 0,13 deutlich 
Tyrosin 0,44 schwach 8,3 
Leucin 0,32 ? schwach 7,6 














Der Deutschen Forschungsgemeinschaft: danken wir ergebenst fir 
die zur Verfiigung gestellten Mittel. 


Geschwindigkeit der enzymatischen Freilegung einerseits, die verschie- 
dene Empfindlichkeit ihres Nachweises mit Ninhydrin andererseits in 
Rechnung zu stellen. 

Es wird ein Vorschlag zur Nomenklatur von EiweiBpraparaten, auf 
der Angabe der endstindigen Bausteine beruhend, zur Diskussion gestellt, 


Uber die Aktivitét von Bernsteinsduredehydrase und Katalase 
der Leber nach der Einfiihrung von Lebergiften 


Von 


Helmuth Sprinz und Ernst Waldschmidt-Leitz 
(Unter Mitarbeit von Frau Christa Specht) 


Aus dem Hepatitis-Laboratorium des 98th General Hospital in Miinchen 


” 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. April 1953) 


Der Vergleich der enzymatischen Leistungen der Zellen in normalem 
und in pathologischem Zustand ist bisher nur sehr unvollkommen 
durchgefiihrt worden; denn man sollte sich dabei nicht, wie es meist 
geschehen ist, auf die Messung eines einzelnen Enzyms oder einiger 
weniger beschrinken: die Veranderungen der einzelnen enzymatischen 
Aktivitaten kénnen, wie es unsere Beobachtungen ergeben, sogar dem 
Sinne nach verschiedenartige sein. Die Untersuchung eines der wich- 
tigsten Enzymsysteme des tierischen Organismus, der Leber, und seiner 
Verinderungen nach experimenteller Leberschaidigung, mit der wir in 
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Tierversuchen begonnen haben, bereitet die Aufgabe vor, die Ver- 
anderungen der enzymatischen Ausriistung der Leber in pathologischen 
Fallen auch beim Menschen, z. B. bei Hepatitis epidemica, zu ermitteln. 
Die vorliegende Arbeit betrifft das Reduktionsvermégen der Leber 
und ihre katalatische Aktivitat. 

Fir die Messung des Reduktionsvermégens diente die Anwendung 
von Triphenyltetrazoliumsalz als Wasserstoffacceptor, das von Kuhn 
und Jerchel! eingefiihrt wurde und das inzwischen auch schon zur 
quantitativen Bestimmung der Bernsteinsiuredehydrase Verwendung 
gefunden hat?. Gegeniiber der Methodik nach Thunberg oder auch 
nach Warburg bietet es wichtige Vorteile: das bei der Reduktion des 
farblosen Tetrazoliumsalzes gebildete Triphenylformazan ist  tiefrot 
gefirbt und wasserunldslich, auch gegeniiber Sauerstoff verhiltnis- 
maibig wenig empfindlich, auch erlaubt die Anwendung des Tetrazolium- 
salzes, wie wir demnichst an anderer Stelle belegen werden, die Aus- 
fiihrung von Affinitaétsmessungen auch bei Dehydrasen, da sie die 
Méglichkeit bietet, die Substratkonzentration weitgehend zu variieren 
und Anfangsgeschwindigkeiten des Umsatzes zu messen. Nur hat man 
mit Riicksicht auf die Empfindlichkeit des Tetrazoliumsalzes gegen 
Licht, vor allem gegen ultraviolettes*®, stairkere Belichtung tunlichst 
zu vermeiden. Mit der Abscheidung des unléslichen Farbstoffs Tri- 
phenylformazan, kurz ,,Formazan“ genannt, ist es z.B. gelungen, 
den Sitz der Reduktionsorte in den Zellen* oder der Keimzentren® 
festzulegen und Gebiete vermehrter Wachstumstitigkeit zu ermitteln5; 
auch hat die Methode zur Messung der Keimfahigkeit Anwendung 
gefunden ®. 

Nach Beobachtungen von Kun and Abood? handelt es sich bei 
der Formazanbildung aus Triphenyltetrazoliumsalz in den Zellen um 
die Wirkung der Bernsteinsiuredehydrase’, einmal weil diese Reaktion, 
wie wir bestatigen kénnen, durch Malonat gehemmt wird®, und weil 
ferner auf Zusatz von bernsteinsaurem Salz eine Umsatzsteigerung 
beobachtet wird; eine solche Umsatzsteigerung ist, wie wir finden, in 
sehr erheblichem Mae bei der Priifung von Leberhomogenaten zu 
beobachten, wahrend sie bei Verwendung intakter Leberstiickchen nur 
im Bereiche gréBerer Umsiitze wahrgenommen wird. Anscheinend ist 


1R. Kuhn u. D. Jerchel, Ber. dtsch. chem. Ges. 74, 941, 949 [1941]. 

2 A.R. Fahmy u. E.O’F. Walsh, Biochem. J. 51, 55 [1951/52]. 

3 Vgl. H.v. Pechmann u. P. Runge, Ber. dtsch. chem. Ges. 27, 2920 
[1894]; J. Hausser, D. Jerchel u. R. Kuhn, Chem. Ber. 82, 195 [1949]. 

4 H.-J. Bielig, G.A.Kausche u. H. Haardick, Z. Naturforschg. 4b, 
80 [1949]; H. v. Hayek, Naturwiss. 37, 262 [1950]. 

5 W. Doerr u. E. v. Liittichau, Klin. Wschr. 27, 754 [1949]; vgl. dazu 
Th. D. Waugh, Science [New York] 107, 275 [1948]. 

6 G. Lakon, Ber. dtszh. bot. Ges. 60, 299, 434 [1942]. 

7 KE. Kun u. L. G. Abood, Science [New York] 109, 144 [1949]. 

8 Siehe dagegen R. D. Fred u. S.C. Knight, Science [New York] 109, 
169 [1949]. 

® Nach spater zu ver6ffentlichenden Versuchen. 
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mit der Homogenisierung der Zellen eine Stérung des natiirlichen 
Dehydresesystems verbunden, da man allgemein bei der Verwendung 
intakter Leberstiickchen viel gréBere Umsitze beobachtet als mit den 
Leberhomogenaten (vgl. Tab. 9). 

Der Vergleich der Aktivitatsverinderungen der Bernsteinsiure. 
dehydrase und der Katalase in der Leber unter pathologischen Be. 
dingungen, z. B. nach der Einverleibung einer Anzahl von Lebergiften 
sowie unter der Wirkung cer Inhalationsnarkotika Chloroform und 
Ather hat ergeben, daB® diese Anderungen in vielen Fallen durchaus 
keine gleichartigen. sind. Wir veranschaulichen die Ergebnisse dieser 
Versuche in Tab. 1. 


Tab. 1. Einflu8 von Lebergiften und Narkose auf die enzymatische Aktivitat 
bei Mausen und Ratten 
(Angaben bedeuten: kein = unverandert, -+- = maBige, +-++ = starke Steigerung, 
— = maBige, — — = starke Abnahme, + = uneinheitlich, 0 = nicht gepriift), 


Dehydrase bei Katalase bei 
Ratte Ratte 


Vergiftung mit Bleisalz 0 
Vergiftung mit Alkohol kein 
Vergiftung mit Tetrachlorkohlenstoff . . . = +4 
Vergiftung mit Phenylhydrazin 0 
Vergiftung mit Allylformiat 0 
Vergiftung mit Thioacetamid 0 
Chloroformnarkose i kein 
Athernarkose i kein 





Vorgenommene Behandlung 

















Die Tabelle 148t erkennen, daB, abgesehen von den schwankenden 
Ergebnissen bei der Einfiihrung von Bleisalz oder Alkohol, alle an- 
gewandten Lebergifte bei Miusen eine starke Herabsetzung des Reduk- 
tionsvermégens der Leber bewirken!®, wihrend man eine Narkoti- 
sierung der Tiere ohne wesentlichen Einflu8 auf die Dehydraseaktivitit 
findet; Ratten, an denen nur zwei Lebergifte, Alkohol und Tetrachlor- 
kchlenstoff, gepriift wurden, zeigen nur bei letzterem eine abweichende 
Keakticn, némlich ein unverindertes bzw. teilweise gesteigertes Reduk- 
tionsvermégen der Leber. 

Ein wesentlich anderes Bild Cagegen ergeben die Verinderungen 
in der Aktivitét der Lekerkatalece: hier ist bei zweien der untersuchten 
Lekergifte, unter der Einwirkung nimlich von Tetrachlorkohlenstoff 
wie von Thicacetamid, nicht wie kei anderen eine Abnahme, sondern 
eine starke bzw. maBige Zunahme der enzymatischen Aktivitét zu 
beobachten?®, Kine solche Aktivititssteigerung wird indessen, schon 


10 In einer nach AbschluB unserer Versuche veréffentlichten Arbeit von 
N. Zéllner u. H. Groeb] (diese Z. 290, 177 [1952]) wird gleichfalls iiber eine 
starke Aktivitatsabnahme der Bernsteinsiuredehydrase in der Mauseleber nach 
Einfihrung von Tetrachlorkohlenstoff berichtet; im Gegensatz zu unseren Be- 
funden geben die Autoren indessen an, da8 bei dieser Vornahme keine Veranderung 
der Katalaseaktivitat zu beobachten sei. 
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in Anbetracht der zum Teil sehr kurzen Behandlungsdauer, kaum auf 
eine Neubildung von Enzym, eher auf die Ausschaltung eines vor- 
handenen Hemmungskérpers der Katalase zuriickzufiihren sein"; 
auch geht aus anderen, im Versuchsteil angefiihrten Beobachtungen 
hervor, daB Aktivitatssteigerungen der Katalase von ahnlichem AusmaB 
in der Leber gesunder Tiere beim Aufbewahren derselben schon nach 
wenigen Stunden, vermutlich unter der Wirkung autolytischer Vor- 
ginge, auftreten. 

Fir die Beschreibung der enzymatischen Verainderungen in den 
Zellen eines Organs unter pathologischen Bedingungen ist es also nicht 
ausreichend, nur wenige oder gar nur eines der vorhandenen Enzym- 
systeme nach Menge und Aktivitaét zu vergleichen. Sinn und AusmaB 
der Aktivititsbeeinflussung kénnen ganz verschiedene sein; auch 
kénnen sie mit der gepriiften Tierart wechseln. Eine sichere Beurteilung 
des pathologisch veridnderten Zellstoffwechsels wird sich nur aus der 
Kenntnis der Reaktionsbereitschaft aller wichtigen daran beteiligten 
enzymatischen Faktoren ergeben k6nnen. 


Beschreibung der Versuche 
1. Verfahren der Bestimmung 


a) Dehydrase 

MeBmethoden. Die Messung der Reduktionswirkung gegeniiber Triphenyl- 
tetrazoliumchlorid nahm man tunlichst rasch nach dem Tode der Versuchstiere, 
der durch Medullarquetschung bewirkt wurde, vor, da beim Aufbewahren der 
Leber ein Riickgang des Reduktionsvermégens beobaehtet wurde und da sich 
auch ein Einfrieren des Organs mittels fester Kohlensiure als unzweckmabig 
erwies. Die Messungen wurden teils an intakten Leberstiickchen, teils an Leber- 
homogenat ausgefiihrt!?. Die beiden Verfahren ergaben keine wesentlichen Unter- 
schiede in der Dehydraseaktivitat, jeweils auf 1 mg Trockenleber bezogen; doch 
war zur Bestimmung im Homogenat ein Zusatz von Succinat als Wasserstoff- 
donator erforderlich, wihrend ein solcher, wie wir weiter unten belegen, bei der 
Verwendung ganzer Leberstiickchen nur bei groBen Umsiatzen eine Umsatz- 
steigerung hervorrief, vermutlich infolge dann eintretender Verarmung an natiir- 
lichem Wasserstoffdonator. 

Die histologische Untersuchung der Leberstiickchen nach der Einwirkung 
des Tetrazoliumsalzes lieB stets ee von auBen nach innen abnehmende Konzen- 
tration des abgeschiedenen Formazans erkennen, also eine ungleichmaBige Umsatz- 
geschwindigkeit, entsprechend dem Diffusionsgefalle des Wasserstoffacceptors. 
Wenn trotzdem der Vergleich der Formazanbildung in den Leberstiickchen einer- 
seits und im Homogenat andererseits fiir die erstere Methode keine geringeren, 
sondern in der Regel sogar etwas héhere Umsitze ergab, so scheint daraus hervor- 
zugehen, daB bei der Zerkleinerung der Leber, auch unter den angewandten Vor- 
sichtsmaBregeln, eine Beeintrachtigung der Dehydraseaktivitét eintritt, wohl 
infolge einer Stérung des natiirlichen enzymatischen Systems. 

a) Bestimmung in intakten Leberstiickchen. Mit dem Messer abgeschnittene 
kleine Leberstiickchen, entsprechend einem Trockengewichte méglichst zwischen 


11 Vgl. dazu die alteren Beobachtungen iiber die Existenz einer ,,Anti- 
katalase‘‘ von F. Batelli u. L. Stern, J. Physiol. Pathol. gén. 7, 919 [1905] 
sowie von L. Stern, Biochem. Z. 182, 139 [1927]. 

12 Es wurden stets mehrere Parallelbestimmungen ausgefiihrt. 

Q* 
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1 und 4 mg, lieB man, ohne sie zu zerkleinern, auf 2,0 ccm der pufferhaltigen 
Substratlésung (enth. 20 mg Triphenyltetrazoliumchlorid) nach dem Evakuieren 
(zur Entfernung des Sauerstoffs) und bei 37° einwirken. Da das gebildete Formazan 
sich hierbei nur an den Leberstiickchen selbst absetzt, die tiberstehende Lésung 
farblos bleibt, dekantierte man nach Ablauf der Einwirkungszeit von den Leber. 
stiickchen und unterwarf diese dann zur Lésung des Formazans einer ersch6pfenden 
Extraktion mit Aceton. Der Farbstoff wurde dann in einem Coleman-Spectro. 
photometer bei 5200A bestimmt, als Vergleichslésungen dienten solche von 
100—400 y durch zweimaliges Umkristallisieren gereinigten Formazans in 100 cem 
Aceton. Das Trockengewicht des Leberstiickchens ermittelte man dann nach dem 
Abdampfen des Acetons. 

b) Bestimmung im Leberhomogenat. Unmittelbar nach dem Tode des 
Tieres wurde die Leber auf ein tariertes Wigeglischen gebracht, 5 Min. im Stick. 
stoffstrom belassen und dann gewogen. Nach dem Zerkleinern in der Reibschale 
unter Zusatz von etwas ausgegliihtem Seesand verdiinnte man mit 10 TIn. m/15. 
Phosphatpuffer von py 7,0 zu einer Suspension. Zur Bestimmung lieB man «ann 
1,6 ccm der auf das Vierfache mit Phosphatpuffer verdiinnten Homogenatsuspension 
nach Zusatz von 1,0 ccm 0,l-m. Natriumsuccinat und 3,4 ccm vom Phosphat- 
puffer wahrend 120 Min. bei 37° auf 8,0 ccm 3-proz. Triphenyltetrazoliumchlorid 
(= 240 mg)!® einwirken (Gesamtvolumen des Bestimmungsansatzes 14 ccm). 
Nach dem Sistieren der Enzymwirkung durch Zusatz von 1,0 ccm konz. Salz- 
siure zentrifugierte man sofort das gebildete, ausschlieBlich an den Homogenat- 
teilchen haftende Formazan mit diesen ab und extrahierte es dann méglichst 
rasch durch mehrmaliges Aufschlimmen des Bodensatzes erschépfend mittels 
Acetons. Die Messung erfolgte kolorimetrisch, wie unter a) beschrieben. 

py-Abhangigkeit. Die Priifung der p,-Abhangigkeit des Reduktions- 
vermégens, die wir mittels Veronal-Acetatpuffers vornahmen, ergab, wie aus 
Tab. 2 hervorgeht, ein Wirkungsoptimum bei py = etwa 7,5, entspr. den Angaben 
der Literatur’, und eine breite optimale Zone zwischen py 6,9 und pg 8,1; hierbei 
wurden Kontrollversuche ohne Enzym zur Ermittlung der Menge spontan ge. 
bildeten Formazans ausgefiihrt, die im alkalischen Bereiche erheblicher gefunden 
wird und die jeweils in Abzug gebracht wurde. Auf Grund dieses Ergebnisses 
wurden dann alle weiteren Versuche unter Pufferung mit einem Phosphatpuffer 
von py 7,6 vorgenommen, der mit der angewandten Menge von Triphenyltetra- 
zoliumsalz zusammen ein pq von 7,0, also innerhalb des optimalen Wirkungs- 
bereiches der Dehydrase liegend, ergab. 


Tab. 2. py-Abhangigkeit der Dehydrasewirkung 


Ansatz: 20mg Triphenyltetrazoliumchlorid, in 2,0 ccm 1/7-m. Veronal-Acetat- 
puffer gelést; Mauseleber; 1 Stde; angewandt Stiickchenmethode). 





Geb. Formazan (y) pro mg 


pu des angew. Puffers Pu des Ansatzes Trockenleber 





36,9 
52,2 
59,9 
56,2 





Zur Kinetik. Wie unsere Versuche ergeben haben, besteht unter den 
angewandten Versuchsbedingungen annihernd direkte Proportionalitat zwischen 
Zeit und Umsatz; dementsprechend findet man andererseits innerhalb des an- 
gegebenen Bereichs die Umsitze bei gleicher Versuchsdauer auch den angewandten 
Enzymmengen proportional (Tab. 3 u. 4). Bei der Bestimmung in Leberstiickchen 


13 Die Reaktionsgeschwindigkeit ist in hohem MaSe abhangig von der Konzen- 
tration an Tetrazoliumsalz; die hier angewandte erwies sich, wie aus einer Ver- 
offentlichung an anderer Stelle hervorgehen wird, dabei als optimal. 
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sind diese Beziehungen indessen nur im Bereiche kleinerer Umsatze gewahrt, bei 

6Beren Umsatzen wird die Formazanbildung verhaltnismaBig geringer, als es 
der Proportionalitatsfunktion entsprache. Dieses Absinken der Umsitze tritt 
auch ein, wenn man durch Zusatz von bernsteinsaurem Salz fiir die Bereitstellung 
zusitzlichen Wasserstoffdonators Sorge tragt, ist also nicht etwa allein auf eine 
Erschépfung natiirlich vorhandenen Donators, sondern vermutlich auf eine 
mangelnde Diffusion des Wasserstoffacceptors in die Gewebsstiickchen zuriick- 
mfiihren; der Vergleich der Umsatze, die mit und ohne Zusatz von Succinat 
beobachtet werden, 148t immerhin erkennen,§ daB bei gréBeren Umsatzen eine 
Steigerung der Formazanbildung in Gegenwart von Succinat eintritt, wie sie 
im Anfangsbereiche der Reaktion noch nicht wahrzunehmen ist (Tab. 5). Bei der 
Bestimmung der Dehydrase in Leberhomogenaten ist dagegen, wie Tab. 6 belegt, 
die Umsatzsteigerung auf Zusatz von Succinat auch schon im Bereiche kleinerer 
Umsiitze eine sehr erhebliche. 


Tab. 3. Beziehungen zwischen Enzymmenge, Einwirkungszeit und Umsatz 
(Stiickchenmethode). 





Angew. Trockenleber Geb. Formazan (y) 
mg nach 30 | 60 | 120 | 240 Min. 


0,5 15,0 30,0 59,0 102,0 
1,0 30,0 60,0 104,5 — 
2,0 58,5 104,5 209,0 354,0 
3,0 73,0 154,0 309,0 _ 





Tab. 4. Beziehungen zwischen Enzymmenge, Einwirkungszeit und Umsatz 
(Homogenatmethode). 





Tins, He Angew. Trockenleber —e Geb. Formazan 
‘ ‘ in. yY 


1 : 240 1250 
120 1250 
60 1170 
240 790 
120 670 
60 750 














Tab. 5. Einflu8 von Succinat auf die Formazanbildung (Stiickchenmethode) 
(Ansatz: 30 mg Triphenyltetrazoliumchlorid, in 2,0 ccm 1/15-m. Phosphatpuffer 
von py 7,6 gelést, + 1,0ccm H,O bzw. 0,1-m. Natriumsuccinat; Mauseleber). 





Tier | Dauer | Geb. Formazan (y) pro mg Trockenleber 
; Stdn. ohne | mit Succinat 


| 54,4 | 53,5 





1 
9 
4 


104,4 123,4 
178,3 | 200,7 


Tab. 6. Einflu8 von Succinat auf die Formazanbildung (Homogenatmethode) 

(Ansatz: 0,5 cem einer Homogenatsuspension in 1/15-m. Phosphatpuffer (py 7,0) 

vom Verhaltnis 1: 3 + 2,0 cem 1-proz. Tetrazoliumsalz + 1,0 ccm 0,1-m. Natrium- 
succinat bzw. 1,0 ccm Puffer; 37°). 





Dauer Geb. Formazan (y) pro mg Trockenleber 
Min. ohne | mit Succinat 


30 ash 20,8 
60 8,1 27,3 








H. Sprinz und E. Waldschmidt-Leitz, Bd. 293 (1953) 


b) Katalase 


Bei der Bestimmung der Katalase folgten wir im wesentlichen den von 
Stern?‘ bzw. von Linderstrém-Lang und Holter angegebenen Bedingungen: 


100 mg fein zerriebenen Leberbreis wurden im MeBkolben mit Wasser auf 
50,0 ccm aufgefiillt. Zur Bestimmung wurde 1,0 ccm der erhaltenen Suspension 
der Einwirkung auf 35,0 ccm 0,02-n. H,O, unter Zusatz von 10,0 ccm 1/15-m, 
Phosphatpuffer von pq 7,0 im Gesamtvolumen von 50,0 ccm bei 0° iiberlassen; 
zur Analyse entnahm man 5,0 ccm des Ansatzes und bestimmte das nicht um- 
gesetzte Wasserstoffperoxyd nach dem Zusatz von 10 ccm 1-proz. Jodkalium, 
3 ccm 33-proz. Schwefelsiure und einigen Tropfen Molybdansaurelésung durch 
Titration mit 0,02-n.Thiosulfat. 


Da die Wirkung der Leberkatalase bekanntlich einer Reaktionsgleichung 
erster Ordnung folgt, diente als MaB der enzymatischen Aktivitét die mono. 
molekulare Reaktionskonstante. 


In der waBrigen Aufschliammung der zerriebenen Leber ist die Katalase, 
wie Tab. 7 zeigt, nur begrenzt haltbar; ihre Bestimmung wurde daher stets un- 
mittelbar nach deren Bereitung vorgenommen. In der nicht zerkleinerten Leber 
selbst findet man dagegen beim Aufbewahren bei Zimmertemperatur schon nach 
einigen Stunden ein merkliches Ansteigen der Katalaseaktivitét, diese erreicht 
nach eintagiger Aufbewahrungszeit etwa das Doppelte des Ausgangswertes (Tab. 8). 
Diese Erscheinung ist nicht etwa, wie wir uns tiberzeugt haben, auf einen Wasser- 
verlust der Leber beim Aufbewahren infolge Verdunstung zuriickzufiihren, der 
Gehalt an Trockensubstanz wird auch nach 24 Stdn. nahezu unverandert ge- 
funden; vermutlich ist die beobachtete Aktivitatssteigerung auf den autolytischen 
Abbau eines die Enzymwirkung hemmenden Begleitstoffs zuriickzufiihren. 


Tab. 7. Haltbarkeit der Katalase in waiBriger Suspension von Mauseleber. 





k (monomol.) 
sofort | nach 6 Stdn. bestimmt 


0,024 | 0,018 





0,024 0,017 
0,023 0,018 


Tab. 8. Katalaseaktivitat in frischer und aufbewahrter Mauseleber. 





Tier i k (monomol.) 
Nr. in. sofort | nach 2 4 | 24 Stdn. 


1 0,021 0,031 0,038 0,044 
0,020 0,030 0,038 0,042 
0,021 0,030 0,037 0,040 
0,024 0,026 0,043 0,054 
0,023 0,027 0,044 0,053 
0,023 0,028 0,045 0,051 
0,023 _ 0,035 0,051 
0,023 _ 0,035 0,051 
0,023 _ 0,035 0,051 


























14K. G. Stern, diese Z. 204, 259 [1932]. 
16 K. Linderstrém-Lang u. H. Holter, Mh. Chem. 69, 292 [1936]. 
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2. Enzymgehalt in der Leber normaler Tiere 


a) Dehydrase 
Der Dehydrasegehalt der Leber normaler Versuchstiere, Mause oder Ratten, 
zeigt mitunter betrachtliche Schwankungen von Tier zu Tier. Wie aus den Tab. 9 
und 10 ersichtlich, wird der Gehalt, nach der nimlichen Methode bestimmt, bei 
Mausen indessen im Durchschnitt wesentlich héher gefunden als bei Ratten. 
Ahnlich wie die Rattenlebern weisen auch die von Kaninchen und Meerschweinchen 
einen niedrigeren Dehydrasegehalt auf (Tab. 11). 


Tab. 9. Dehydrasegehalt der Leber normaler Mause. 





Bestimmung nach Stiickchenmethode Homogenatmethode 
Geb. Formazan (y) pro mg i Geb. Formazan (y) pro mg 
Trockenleber ; Trockenleber 
nach 30 nach 120 Min. 


25,0 33,8 
24,3 
26,9 
18,4 
24,2 
21,4 
25,0 
29,7 
28,9 
24,0 
20,9 
27,9 
28,2 
31,1 
24,9 
27,1 
22,8 
32,0 
31,4 
31,8 
27,0 
30,2 55,1 


Durchschnitt: 26,5 51,3 | 34,8 





Conan rk Whe 

















Tab. 10. Dehydrasegehalt der Leber normaler Ratten (Stiickchenmethode). 





Geb. Formazan (y) pro mg Trockenleber 
nach 30 60 Min. 


14,7 32,9 
16,6 33,4 
16,3 33,0 
14,4 28,1 
17,8 37,6 
18,0 32,9 
17,6 28,7 
18,8 27,4 


(Fortsetzung umseitig) 
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Tier Geb. Formazan (y) pro mg Trockenle ber 
Foytsetzung 
von Tab.10 . nach 30 | 60 Min. 


17,9 30,4 
17,8 42,8 
15,4 30,1 
15,7 24,4 
16,3 29,3 
18,8 33,1 
17,8 28,4 
14,7 26,8 
14,8 23,4 
16,2 27,0 
21,1 34,7 
25,0 31,2 
17,7 25,4 
13,0 27,8 
21,2 39,5 
18,0 38,7 
21,2 " 39,5 


Durchschn. 8. 23/24: 17,5 | 31,5 


Tab. 11. Dehydrasegehalt der Leber normaler Kaninchen und Meerschweinchen 
(Stiickchenmethode). 

















oie Geb. Formazan (y) pro mg Trockenleber 
a . nach 30 | 60 Min. 





Kaninchen. . . 11,5 17,5 
13,4 29,9 
15,4 30,9 
18,5 33,0 
Meerschweinchen 11,0 23,7 
- 24,5 


b) Katalase 


Fiir die Feststellung des Katalasegehalts in der Leber normaler Tiere be- 
schrankten wir uns vornehmlich auf Mause, da die Katalase auch in den spater 
angefiihrten Bestimmungen in pathologischer Leber in der Regel nur bei diesen 
Tieren gepriift wurde. Wir fanden den Gehalt, wie aus Tab. 12 hervorgeht bei 
7 untersuchten Tieren nur wenig verschieden; Rattenleber scheint dagegen eine 
wesentlich niedrigere katalatische Aktivitét zu besitzen. 








Comat whe 


Tab. 12. Katalasegehalt der Leber normaler Mause und Ratten. 





: Tier k (monomol.) 
ment Se } 2 | 30Min. 


0,024 0,027 0,023 
0,024 0,023 0,023 
0,024 0,023 0,023 
0,024 0,023 0,023 
0,021 0,020 0,021 
0,021 0,020 0,021 
0,024 0,023 0,023 
0,007 0,007 0,007 
0,007 0,007 0,007 





Maus . . 
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3. Enzymatische Aktivitét nach Einfihrung von Lebergiften 


a) Bleisalz 

Die intraperitoneale Injektion von Bleiacetat in waBriger Lésung bewirkte 
bei Mausen, wie aus den in den Tab. 13 und 14 verzeichneten Versuchsergebnissen 
hervorgeht, nur in wenigen Fallen eine deutliche oder gar erhebliche Herabsetzung 
des Reduktionsvermégens der Leber, in anderen Fallen sogar eine betrachtliche 
Steigerung desselben (Tab. 14, Homogenatmethode). Dagegen fand man in allen 
Fallen eine sehr betrachtliche Verminderung der Katalaseaktivitit, die auch 
18—20 Stdn. nach erfolgter Injektion noch zu beobachten war (Tab. 15). 

Bei mehrmaligen Injektionen wurden diese in Abstinden von 15—20 Min. 
vorgenommen. 


Tab. 13. Dehydraseaktivitét nach Vergiftung mit Bleiacetat 
(Mauseleber, Stiickchenmethode). 





Pb-Acet. pro Inj. | Z@hl — Geb. Formazan (y) pro mg Trockenleber 


mg |Konz. (%) j. . nach 30 | 60 Min. 


25,9 43,3 
14,2 30,0 
12,9 20,5 

9,8 16,5 
22,8 45,5 
14,1 29,5 

















Tab. 14. Dehydraseaktivitat nach Vergiftung mit Bleiacetat 
(Mauseleber, Homogenatmethode). 





Pb-Acet. pro Inj. ron — Geb. Formazan (y) pro mg Trockenleber 


mg jKonz.(%)| Inj. | Stdn. nach 120 Min. 


50 0,25 16,9 
50 0,25 89,8 
10 0,25 27,3 
10 0,25 73,1 
24 25,1 
48 50,6 
48 32,1 

0,25 66,0 

0,25 23,4 
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Tab. 15. Katalaseaktivitaét nach Vergiftung mit Bleiacetat (Mauseleber). 





Pb-Acet. pro Inj. — k (monomol.) 


mg |Konz.(%)j| Inj. | Stdn. nach 10 20 





10 3 0,25 0,008 0,008 
10 3 0,25 0,008 0,008 
50 0,25 0,008 0,008 
50 0,25 0,005 0,005 
25 18 0,014 0,013 
10 20 0,004 0,004 
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b) Alkohol 


Nach intraperitonealer Injektion von verdiinntem Alkohol wies das Reduk. 
tionsvermégen der Leber weder bei Mausen noch bei Ratten eindeutige Ver. 
anderungen auf, weder nach einmaliger noch nach taglich wiederholter Injektion; 
meist fand man nur geringe Schwankungen der Aktivitat (Tab. 16 und 17), ledig. 
lich bei den mit der Homogenatmethode vorgenommenen Bestimmungen an 
Mausen waren nach 7-tagiger Injektion erhebliche Steigerungen, nach 14-tagiger, 
in einem Beispiel auch schon nach 7-tagiger, eine starke Abnahme des Reduktions. 
vermégens zu beobachten (Tab. 18). Dagegen fanden wir die katalatische Aktivitat, 
die erst nach haufig wiederholter Injektion bestimmt wurde, in jedem Falle deut- 
lich, zum Teil betrachtlich herabgesetzt (Tab. 19), verglichen mit dem durchwegs 
beobachteten Gehalt der Leber normaler Tiere (vgl. Tab. 12). 


Tab. 16. Dehydrasegehalt der Mauseleber nach Injektion von Alkohol 
(Stiickchenmethode) 


(Jeweils 1,0 cem 20-proz. Alkohol intraperitoneal injiziert). 





Zahl d. 6 Geb. Formazan (y) pro mg Trockenleber 
Inj. nach 30 °- 60 Min. 

















—_— 
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Tab. 17. Dehydrasegehalt der Rattenleber nach Injektion von Alkohol 
(Stiickchenmethode) 


(1,0 cem 40-proz. Alkohol intraperitoneal injiziert; Tiere nach 24 Stdn. getétet). 





Tier | Geb. Formazan (y) pro mg Trockenleber 
Nr. nach 30 | 60 Min. 


1 14,3 29,9 
2 17,4 32,1 








Tab. 18. Dehydrasegehalt der Mauseleber nach Injektion von Alkohol 
(Homogenatmethode). 





Tier | jew. inj. | Zahld. | Tétungn.| Geb. Formazan (y) pro mg Trockenleber 
Nr. com Injekt. Tagen nach 120 Min. 


39,2 
32,9 
32,0 
19,9 
85,9 
72,3 
10,6 
11,4 
11,4 





. 
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Tab. 19. Katalaseaktivitat der Mauseleber nach Injektion von Alkohol 
(Jeweils 1,0 ccm 20-proz. Alkohol intraperitoneal injiziert; Tiere 24 Stdn. nach 
der letzten Injektion getétet). 





Tier Zahl der k (monomol.) 
Nr. Injekt. nach 10 | 20 | 30Min. 


0,010 0,008 0,008 
0,020 0,017 0,017 
0,016 0,016 0,016 
0,016 0,016 0,016 





c) Tetrachlorkohlenstoff 


Intraperitoneale Injektion von Tetrachlorkohlenstoff fiihrte bei der Maus 
in allen untersuchten Beispielen zu einer erheblichen Herabsetzung des Reduktions- 
vermoégens der Leber (Tab.'20 und 21); bei Ratten hingegen war keine Verminderung 
der normalen Dehydraseaktivitat zu erkennen, in einigen Fallen trat vielmehr 
eine betrachtliche Steigerung derselben auf (Tab. 22). Dieselbe Erscheinung einer 
Aktivitatssteigerung wurde in den meisten Fallen auch bei der Messung der Katalase 
in den Mauselebern nach Einfiihrung von Tetrachlorkohlenstoff beobachtet 
(Tab. 23); Dehydrase und Katalase werden also bei der Maus durch dieses Leber- 
gift in entgegengesetztem Sinne beeinfluBt. 


Tab. 20. Dehydraseaktivitat der Mauseleber nach Vergiftung mit CCl, 
(Stiickchenmethode). 





Inj. CCl, Zahl der Geb. Formazan (y) pro mg Trockenleber 
com Injekt. nach 30 | 60 Min. 


11,5 12,3 
17,2 32,6 
17,2 32,6 
24,2 31,2 
19,9 32,0 
22,8 34,2 
24,2 31,2 
19,9 32,0 
22,8 34,2 
13,0 16,7 
15,0 28,5 
18,2 33.1 





0,75 
1,00 
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Tab. 21. Dehydraseaktivitat der Mauseleber nach Vergiftung mit CCl, 
(Homogenatmethode) 


(Tiere 30 Min. nach der Injektion getétet). 





Nr. ccm Injekt. nach 120 Min. 


Tier Inj. CCl, | Zahl der Geb. Formazan (y) pro mg Trockenleber 








I 1 19,9 
2 1 16,7 
3 1 18,9 
4 0,75 1 14,8 


‘16 Injektionen im Abstand von 15 Min. vorgenommen. 
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Tab. 22. Dehydraseaktivitat der Rattenleber nach Vergiftung mit CCl, 
(Stiickchenmethode) 
(Injektionen im Abstand von 15 Min. vorgenommen). 





Zahl der Geb. Formazan (y) pro mg Trockenleber 
Injekt. nach 30 | 60 Min. 


16,8 33,8 
29,0 52,5 
29,2 50,9 
23,2 40,4 
21,5 34,8 














Tab. 23. Katalaseaktivitat der Mauseleber nach Vergiftung mit CCl,. 


Injiziert CCl, k (monomol.) 
nach 10 | 20 | 30 Min. 


0,037 0,034 
0,032 0,031 
0,040 0,041 
0,015 0,015 





Tier 





d) Phenylhydrazin 
Versuche der Vergiftung durch intraperitoneale Injektion von Phenylhydrazin 
wurden nur an Mausen vorgenommen. Es ergab sich in allen Fallen eine starke 
Herabsetzung des Reduktionsvermégens wie auch der katalatischen Aktivitit 
der Leber, die schon sehr bald nach der Injektion eintrat!”? und die auch nach 
einem Tage noch anhielt (Tab. 24—26). 


Tab. 24.° Dehydraseaktivitat der Mauseleber nach Vergiftung mit Phenylhydrazin 
(Stiickchenmethode) 
(Phenylhydrazin mit verd. HCl zu pg 7,0 neutralisiert). 





Tier Injiz. Lésung Tétung Geb. Formazan (y) pro mg Trockenleber 
Konz. (%) nach nach 30 | 60 Min. 


1 15 Min. 10,3 | 23,6 
1 15 Min. 11,8 22,6 
0,5 24 Stdn. 14,7 | 30,0 
0,5 24 Stdn. 13,7 27,3 








Tab. 25. Dehydraseaktivitat der Mauseleber nach Vergiftung mit Phenylhydrazin 
(Homogenatmethode) 
(Phenylhydrazin mit verd. HCl zu py 7,0 neutralisiert). 





Injiz. Lésung |Zahl d. —— Geb. Formazan (y) pro mg Trockenleber 


Injekt. — nach 120 Min. 


com |Konz. WAS 





16,4 
18,2 
23,4 


17 Die Versuchstiere Nr. 1 und 2 der Tab. 24 und 26 starben spontan etwa 


15 Min. nach der Injektion. 
18 Injektionen im Abstand von 30 Min. vorgenommen. 
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Tab. 26. Katalaseaktivitat der Mauseleber nach Vergiftung mit Phenylhydrazin 
(Phenylhydrazin mit verd. HCl zu py 7,0 neutralisiert). 


Injiz. Lésung Totung k (monomol.) 
eem |Konz. (%) nach nach 10 | 20 | 30 Min. 


0,5 1 15 Min. 0,015 0,014 0,014 
1,0 1 15 Min. 0,015 0,014 0,014 
0,5 0,5 24 Stdn. 0,019 0,018 0,018 
0,5 0,5 24 Stdn. 0,019 0,018 0,018 














e) Allylformiat 


Intraperitoneale Einverleibung von Allylformiat fiihrte bei Mausen fast in 
allen Fallen zu einer erheblichen Verminderung sowohl des Reduktionsvermégens 
wie auch der Katalaseaktivitat in der Leber; auch starben die Tiere schon kurze 
Zeit nach den Injektionen. Die Versuchsergebnisse sind in den Tab. 27—29 zu- 
sammengestellt. 


Tab. 27. Dehydraseaktivitét der Mauseleber nach Vergiftung mit Allylformiat 
(Stiickchenmethode). 





Tier | Injiz. Allylformiat | Geb. Formazan (y) pro mg Trockenleber 
Nr. cem nach 30 | 60 Min. 


1 0,0251° 16,6 27,6 
2 0,025 + 0,0252° 14,2 27,8 
3 0,02522 16,8 40,2 
4 0,025 1 16,4 30,5 








Tab. 28. Dehydraseaktivitét der Mauseleber nach Vergiftung mit Allylformiat 
(Homogenatmethode) 
(Jeweils 0,025 ccm Allylformiat injiziert). 


Zahid. |Tétung n. Geb. Formazan (y) pro mg Trockenleber 
Injekt. Min. | nach 120 Min. 








. 


. 


. 
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Tab. 29. Katalaseaktivitat der Mauseleber nach Vergiftung mit Allylformiat. 





Injiz. Allylformiat k (monomol.) 
ccm nach 10 | 20 | 30 Min. 


0,02519 0,014 | 0,014 0,014 





0,025 + 0,0252° 0,011 0,011 0,011 


0,025 71 0,026 | 0,026 0,026 


0,025 22 0,019 0,019 0,019 





19 Tier starb 35 Min. nach der Injektion. 

20 Injektionen im Abstand von 35 Min. vorgenommen; Tier starb 10 Min. 
nach der 2. Injektion. 

21 Tier starb 40 Min. nach der Injektion. 
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f) Thioacetamid 

Wahrend intraperitoneale Injektionen von Thioacetamid bei Mausen in 
allen untersuchten Fallen zu einer betrichtlichen Herabsetzung des Reduktions. 
vermdgens in der Leber fiihrten (Tabb. 30 u. 31), war bei 5 von den 6 behandelten 
Tieren eine erhebliche Zunahme der Katalaseaktivitét zu bemerken (Tab. 32), 
und zwar unabhangig davon, ob die Tiere bald nach der Injektion des Giftes oder 
aber erst nach 24 Stdn. getétet wurden; die Leberzellen reagierten also mit Bezug 
auf die Aktivitat der beiden enzymatischen Systeme in ganz verschiedenem Sinne, 
Die hier beobachtete Zunahme der Katalaseaktivitét ist méglicherweise, ahnlich 
wie bei langerer Aufbewahrung der Leber nach dem Tode der Tiere (vgl. Ab- 
schnitt 1), auf die Ausschaltung eines Hemmungskérpers der Katalase zuriick- 


zufiihren. 


Tab. 30. Dehydraseaktivitét der Mauseleber nach Vergiftung mit Thioacetamid 
(Stiickchenmethode) 
(2,5-proz. waBrige Lésung von Thioacetamid; mehrmalige Injektionen in Abstianden 
von 15 Min. vorgenommen). 





Injiz. Lésung Tétung | Geb. Formazan (y) pro mg Trockenleber 
nach nach 30 


24 Stdn. 13,9 
24 Stdn. 14,4 
15 Min. 19,5 
15 Min. 16,2 
30 Min. 18,6 
30 Min. 16,6 

















Tab. 31. Dehydraseaktivitét der Mauseleber nach Vergiftung mit Thioacetamid 


(Homogenatmethode) 
(1,0 cem einer 2,5-proz. waBrigen Lisung von Thioacetamid injiziert; mehrmalige 
Injektionen in Abstaénden von 15 Min. vorgenommen). 


“Tier | Zahid. Tétung Geb. Formazan (y) pro mg Trockenleber 
Nr. | Injekt. | nach Stdn. nach 120 Min. 


0,25 

0,25 
24 
24 


Tab. 32. Katalaseaktivitat der Mauseleber nach Vergiftung mit Thioacetamid 
(Injektionen von 2,5-proz. waBriger Lésung von Thioacetamid, wie in Tab. 30). 














Tier Tétung k (monomol.) 
Nr. nach nach 10 | 20 | 30 Min. 


24 Stdn. 0,032 0,031 0,032 
24 Stdn. 0,032 0,031 0,032 
15 Min. 0,024 0,023 0,023 
15 Min. 0,034 0,034 0,032 
30 Min. 0,034 0,034 0,032 
30 Min. 0,034 0,034 0,032 














4, Enzymatische Aktivitaét nach Narkotisierung 
Narkotisierung von Mausen und von Ratten durch Inhalationsanasthetika, 
Chloroform oder Ather, bewirkte, wie aus den Tabb. 33 und 34 hervorgeht, keine 
eindeutigen Veranderungen im Reduktionsvermégen der Leberzellen, gemessen 
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an der Formazanbildung; nur bei Ratten schien in einigen Fallen der Narkoti- 
sierung mit Chloroform eine maBige Zunahme der Dehydraseaktivitat eingetreten 
zu sein. Dagegen fand man fiir die Aktivitat der Katalase in der Mauseleber 
unter dem EinfluB der Narkose eine sehr erhebliche Steigerung (Tab. 35), ahnlich 
der bei der Aufbewahrung der Leber oder nach der Injektion von Thioacetamid, 
auch von Tetrachlorkohlenstoff beobachteten. Die schon an anderer Stelle dis- 
kutierte Annahme, daB die hier auftretenden Aktivitétszunahmen der Ausschaltung 
eines Hemmungskérpers der Katalase zuzuschreiben seien, erhalt eine gewisse 
Stiitze durch den Befund, daB in allen diesen Fallen ahnliche Héchstv rte der 
Katalaseaktivitaét erreicht werden. 


Tab. 33. Dehydraseaktivitat der Mauseleber nach Narkotisierung (Stiickchen- 
methcde) 
(Tiere wahrend 30 Min. in Narkose gehalten, darauf durch einen Uberschu8 des 
Narkotikums getétet). 





Angew. Geb. Formazan (y) pro mg Trockenleber 
Narkotikum nach 30 | 60 Min. 


Chloroform 20,9 44,7 
Chloroform 22,1 42,1 
Chloroform 25,1 49,4 
Chloroform 23,4 45,6 
Chloroform 25,4 52,2 
Chloroform 24,4 52,8 
Ather 25,1 47,3 
Ather 24,8 43,3 
Ather 26,2 48,2 
Ather 23,8 — 43,8 
ll Ather 22,8 56,3 
12 Ather 25,2 59,1 
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Tab. 34. Dehydraseaktivitat der Rattenleber nach Narkotisierung 
(Stiickchenmethode) 
(Tiere wahrend 30 Min. in Narkose gehalten, darauf durch einen Uberschu8 des 
Narkotikums getdtet). 





Tier Angew. Geb. Formazan (y) pro mg Trockenleber 
Nr. | Narkotikum nach 30 60 Min. 





Chloroform 22,6 33,3 
Chloroform 24,7 36,7 
Chloroform 21,1 34,7 
Chloroform 23,0 39,0 
Chloroform 26,0 51,4 
Chloroform 29,4 55,5 
Chloroform 22,6 48,4 
Chloroform 18,0 
Chloroform 17,7 
Chloroform 23,2 
Chloroform 24,3 
Chloroform 21,0 
Chloroform 18,4 

Ather 16,7 

Ather 17,2 

Ather 20,9 

Ather 21,6 


COAG wd 
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Tab. 35. Katalaseaktivitat der Mauseleber nach Narkotisierung mit Chloroform 
(Tiere wahrend 30 Min. in Narkose gehalten, darauf mit einem Uberschu8 von 
Chloroform getétet). 





Tier k (monomol.) 
nach 10 | 20 | 30 Min. 


0,031 0,032 0,031 
0,043 0,044 0,045 
0,031 0,032 0,031 
0,043 0,044 0,045 





Zusammenfassung 


Es wurden die Verainderungen in der Aktivitaét von Bernsteinsiure- 
dehydrase und von Katalase in der Leber von Mausen und Ratt2n nach 
der Einfiihrung einzr Anzahl von Lebergift2n sowie unter dem Einflu8 
der Narkotisicrung crmittelt. Als Lebergifte kamen Bleicalz, Alkohol, 
Tetrachlorkohknstoff, Phenylhydrazin, Allylformiat sowie Thioac >tamid 
zur Anwendung. Die beobacht>ten Aktivitaét:anderung n sind fiir die 
beiden Enzyme durchaus kein> gleichartigen, zum Teil mit der Tierart 
wechselnd, in manchen Fall n werden sic sogar dem Sinne nach ver. 
schieden gefunden. 


Untersuchungen iiber den Abbau der Phenylbrenztraubensaure 
und der p-Oxyphenylbrenztraubensaure zu Homogentisinsaure 


Von 
Franz Lanyar 
Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut und Pregl-Laboratorium der Universitit Graz 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. April 1953) 


I. Versuche beim Alkaptonuriker 


Die Untersuchungen von Wolkow und Baumann! und von 
Falta und Langstein? haben gezeigt, daB die in den Eiweifstoffen 
der Nahrung enthaltenen aromatischen Aminosiuren Tyrosin und 
Phenylalanin das Ausgangsmaterial fiir die Bildung der bei der Alkap- 
tonurie im Harn ausgeschiedenen Homogentisinsaure sind. 

An einer 38-jahrigen, sonst gesunden Alkaptonurikerin, konnte ich 
in Stoffwechselversuchen bei konstanter Nahrung zeigen, daB per os 
zugefiihrtes /-Phenylalanin und /-Tyrosin quantitativ in Homogentisin- 
siure tbergefiihrt wird’. Unter denselben Bedingungen wurden von 
dem d-Phenylalanin nur 40 bis 45%, also weniger als die Halfte und 


1M. Wolkow u. E. Baumann, diese Z. 15, 228 [1891]. 
2 W. Falta u. L. Langstein, diese Z. 87, 513 [1903]. 
3’ F.Lanyar, diese Z. 275, 217 [1942]. 
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vom d,l-Tyrosin 68% (43% der d-Form des Racemkorpers) als Homo- 
gentisinsiure im Harn ausgeschieden. Bei diesen Untersuchungen fiel 
auf, daB bei Verabreichung des d-Phenylalanins Phenylbrenztrauben- 
siure durch die bekannte Farbreaktion mit Eisen(III)-chlorid im Harn 
nachweisbar war. 

Diese Beobachtungen gaben die Anregung, bei demselben Fall von 
Alkaptonurie nachzupriifen, ob die von Neubauer und Falta‘ ge- 
machten und von Hach® bestitigte Angabe, da Phenylbrenztrauben- 
siure vom Alkaptonuriker quantitativ in Homogentisinsiure um- 
gewandelt wird, richtig ist. Neubauer® berichtete, dafS auch p-Oxy- 
phenylbrenztraubensiure vom Alkaptonuriker in Homogentisinsiure 
iibergefiihrt wurde. Er verabreichte per os 5 g dieser Ketosiure einem 
Alkaptonuriker und fand, daB 47°% derselben als Homogentisinsaure 
im Harn ausgeschieden wurden. Auch diese Angabe zu tberpriifen, 
war von Interesse. 


1. Versuche mit Phenylbrenztraubensaure und ihrem 
Natriumsalz 


a) Darstellung der Phenylbrenztraubensaure 
und ihres Natriumsalzes 


Die fiir die Versuche verwendete Phenylbrenztraubensiure wurde auf dem 
von Erlenmeyer jun.’ und Erlenmeyer jun. und Arbenz® angegebenen 
Wege dargestellt. Oxalsiure-diathylester* wurde mit Benzyleyanid zum Phenyl- 
brenztraubensaure-aithylester kondensiert. Dieser wurde mit Schwefelsiure zu 
Phenylbrenztraubensaure verseift. Die erhaltene Phenylbrenztraubensaure schmolz 
nach mehrmaligem Umkristallisieren aus Chloroform bei 156° (Mikromethode 
nach L. Kofler); der Schmp. blieb beim weiteren Umkristallisieren konstant 
(Schmp. nach Erlenmeyer’ 154°, nach Hemmerlé® 157°). 

Die Phenylbrenztraubensiure zersetzt sich, wie schon Wieland!® fand, 
an der Luft sehr leicht zu Benzaldehyd und Oxalsiure. Die vollkommen reine 
Siure ist unter Luftabschlu8 einige Zeit haltbar. Da die Zersetzungsvorginge 
stark von der Temperatur beeinfluBt werden, empfiehlt es sich, die Siure im Eis- 
schrank aufzubewahren. Ein so aufbewahrtes Praparat blieb 9 Monate unzersetzt. 

Die Phenylbrenztraubensaure ist in Wasser praktisch unléslich. In Wasser 
léslich ist aber ihr Natriumsalz, das auf folgende Weise dargestellt wurde: Die 
chemisch reine Séure wird in méglichst wenig Alkohol gelést und mit der aqui- 
valenten Menge von feingepulvertem Natriumbicarbonat versetzt. Die Zugabe 
soll langsam unter stetem Riihren innerhalb von 5 Min. erfolgen. Es entsteht 
zunachst eine feine Triibung. In ungefahr 30 Min. ist das weiBe Natriumsalz aus- 
gefallen. Nach 12 Stdn. wird abgesaugt, der Niederschlag mit Alkohol gewaschen 


40. Neubauer u. W. Falta, diese Z. 42, 81 [1904]. 

5 J. Hach, Verh. dtsch. Ges. inn. Med. 1930, 165. 

6 O. Neubauer, Dtsch. Arch. klin. Med. 95, 211 [1909]. 

7 E. Erlenmeyer jun., Liebigs Ann. Chem. 271, 137 [1892]. 

8 E. Erlenmeyer jun. u. E. Arbenz, Liebigs Ann. Chem. 383, 228 [1904]. 

® R. Hemmerlé, Ann. Chimie 7, 226 [1917]. 

10 H. Wieland, Liebigs Ann. Chem. 486, 233 [1924]. 

* Die Darstellung des Oxalsdure-diaithylesters erfolgte nach der Methode, 
die in den Organic Syntheses 5 (New York, 1925), S. 59 (vgl. auch Organic Syn- 
theses 2, S. 23) beschrieben ist. 
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und im Vakuum getrocknet. Zum Umkristallisieren wird das Natriumsalz unter 
Erwarmen in méglichst wenig Wasser gelist. Es fallt in der Kalte aus und wird 
durch Absaugen oder Zentrifugieren von der Mutterlauge getrennt. 


Das Natriumsalz der Phenylbrenztraubensaure ist ohne besondere Vorsichts. 
maBnahme gegen die Einwirkung von Luftsauerstoff durch Monate hindurch 
unverandert haltbar. Aus diesem Grunde und wegen seiner Lislichkeit in Wasser 
erscheint die Verwendung des Salzes hiufig zweckmaBiger als die der freien Saure, 

Hemmerlé bestimmte in ihrer Dissertation: ,,Sur l’acide phenylpyruvique‘ 
den Na-Gehalt des phenylbrenztraubensauren Natriums. Auf Grund dieser 
Analyse und anderer Untersuchungen nimmt sie an, daB das Natriumsalz mit 
1 Mol. Wasser kristallisiert, welches sehr stark festgehalten wird, da es beim Fr. 
hitzen auf 100° nicht weggeht. Wird die wisserige Lésung des Salzes am Wasser., 
bade eingedampft, so bleibt ein gelblicher Riickstand, der aromatisch riecht, 
Nach Hemmerlé hat die Substanz ungefahr 1 Mol. Wasser abgegeben, sich aber 
dabei verindert. Zur Nachpriifung dieser Angaben wurde das Salz 24 Stdn. bei 
Zimmertemperatur bei 0,1 mm Hg iiber P.O, vorgetrocknet. Eine Probe der so 
vorgetrockneten Substanz wurde bei 100° unter denselben Bedingungen in un. 
gefahr 24 Stdn. bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 4,035 g Sbst. erlitten dabei 
einen Gewichtsverlust von 0,363 g, entspr. 8,99°/, Wasser. Der fiir 1 Mol. Kristall. 
wasser berechnete Wert betragt 8,839. Das Natriumsalz enthalt also tatsachlich 
ein Molekiil Kristallwasser. 

Die auf diese Weise bei 100° getrocknete Substanz war schneewei8, geruchlos 
und zeigte keine Verinderung. Es wurde mit ihr eine Elementaranalyse nach 
Pregl und eine Natriumbestimmung durchgefiihrt*. B 


3,672 mg Sbst.: 7,84 mg CO,, 1,32 mg H,O. — 5,666 mg Sbst.: 2,107 mg Na,SO,. 
C,H,0,Na. Ber. C 58,07, H 3,79, Na 12,36. 
Gef. C 58,27, H 4,02, Na 12,04. 


Die Substanz hat sich also bei der angegebenen Art der Trocknung nicht 
zersetzt. 


b) Die quantitative Bestimmung der Phenylbrenztraubensaure 
neben Homogentisinsiure im Harn 


Penrose und Quastel", die sich anlaSlich ihrer Untersuchungen iiber die 
Oligophrenia phenylpyruvica mit der quantitativen Bestimmung der dabei im 
Harn ausgeschiedenen Phenylbrenztraubensiure beschaftigten, versuchten ver- 
gebens, die Saure im Harn mit Hilfe der intensiven Griinfarbung?’, die bei Zusatz 
von KEisen(III)-chlorid entsteht, kolorimetrisch zu bestimmen. Ihre Methode 
erméglichte nur grobe Schatzungen der ausgeschiedenen Phenylbrenztrauben- 
siure. Sie arbeiteten daher eine andere Bestimmungsmethode aus, welche auf 
folgendem Prinzip beruht: Die Ketogruppe der Phenylbrenztraubensaure reagiert 
in schwachsaurer Lésung mit 2.4-Dinitrophenylhydrazin unter Bildung des 
Dinitrophenylhydrazons. Letzteres ergibt, in n-Natronlauge gelést, eine intensive 
Rotfarbung. Mit Hilfe dieser Farbreaktion gelang es den oben erwahnten Autoren, 
eine kolorimetrische Methode zur Bestimmung der Phenylbrenztraubensaure im 
Harn auszuarbeiten. Sie verzichten auf die Trennung der Hydrazone der Keto- 
siuren von denen anderer Carbonylverbindungen. Dies ist ein Grund, warum 
auch diese Methode nicht sehr genau ist. Da sich die Homogentisinsaéure auf 
Alkalizusatz unter Einwirkung des Luftsauerstoffes braun farbt, kann die von 


* Die Anajysen verdanke ich den Herren Doz. Dr. Wiesenberger und 
Dr. Kretz. 

11 L. Penrose u. J. H. Quastel, Biochem. J. 81, 266 [1937]. 

12 Vgl. R.F.Weinland, K. Binder u. W. Denzel, Ber. dtsch. chem. 
Ges. 45, 148, 1113 [1912]; 48, 874 [1913]. 
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Penrose und Quastel!! angegebene Arbeitsvorschrift fiir den Alkaptonharn 
nicht angewendet werden. 

Die intensive Griinfarbung?*, welche man nach Zusatz von Eisen(III)-chlorid 
zu waBrigen Lésungen des Natriumsalzes der Phenylbrenztraubensaure beobachtet, 
wird durch die Anwesenheit der Homogentisinséure nicht beeinfluBt, da sie bei 
saurer Reaktion auftritt. Aus letzterem Grunde wurde versucht, mit Hilfe dieser 
Farbreaktion eine einfache kolorimetrische Bestimmung der Phenylbrenztrauben- 
siure im Harn auszuarbeiten. 

Schon die ersten Versuche zeigten, daB man nicht genau voraussagen kann, 
wann das nur kurze Zeit bestehen bleibende Maximum der Farbintensitat eintritt. 
Daher wurde fiir die kolorimetrische Bestimmung das lichtelektrische Kolorimeter 
nach B. Lange mit einem Multiflexgalvanometer und einem Spannungsregler 
nach Kahovec und Treiber" beniitzt. Es wurde nach der Ausschlagmethode 
mit Kiivetten von 100 cm? Inhalt unter Verwendung eines Warme- und Rot- 
filters gearbeitet. 

Als Standardlésung wurde eine waBrige Lésung des Natriumsalzes der Phenyl- 
brenztraubensiure hergestellt, welche in 1 ccm 1 mg freier Saure enthalt. Sie 
mu nach einigen Tagen erneuert werden. Ferner wurde eine 0,04-m. Eisen(IIT)- 
chloridlésung* verwendet. Bis zu einer Menge von 8 mg Phenylbrenztrauben- 
siure in 100 ccm der fertigen Lésung verliuft die Kurve fiir die Werte der Extink- 
tion linear und geht durch den Nullpunkt. Verwendet man an Stelle waBriger 
Lésungen verdiinnten Harn, so tritt auf Zusatz der Eisen(III)-chloridlésung 
eine Triibung durch Eisenphosphat auf. Durch Zutropfen von 2.0-n.Salzsiure 
konnte das ausgefallte Eisenphosphat in Lisung gebracht werden bzw. das Auf- 
treten einer Triibung verhindert werden. Bei diesen Versuchen hat sich ergeben, 
da8 die Intensitat der Griinfirbung zwischen py** 1,5—2,0 ein Maximum er- 
reicht, ohne da8 eine Triibung beobachtet werden konnte. 

is wurde nun bei py 1,7 eine Eichkurve mit steigenden Mengen des Natrium- 
salzes der Phenylbrenztraubensiure, gelist in Wasser, aufgenommen. Bei diesen 
und allen spateren Versuchen enthielten 100 com der meBbereiten Liésung 1 ccm 
2,0-n. Salzsiure und 20 ccm 0,04-m. Eisen(III)-chlorid. Die erhaltenen Werte 
sind aus Tab. 1 zu entnehmen (vgl. auch KurveI in Abb. 1). 


Tab. 1. Kolorimetrische Bestimmung von Phenylbrenztraubensaure als Na-Salz 
(Kurve I in Abb. 1). 





mg Saure, 

als Na-Salz 

zugesetzt | 0,0 | 0,1 0,2 0,4 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 
Absorption | 0,6 | 7,0 |13,5 |24,5 |28,0 |48,5 |62,0 | 73,0 |81,0 | 85,5 |89,5 | 92,0 
Extinktion} | 0,003] 0,033] 0,063] 0,124] 0,143] 0,288! 0,42 | 0,57 | 0,72 | 0,84 | 0,98 | 1,10 


Um den EinfluB variierender stérender Harnbestandteile (Phenole und 
Phenolderivate) zu ermitteln, wurde zu je 5, 2 und 1 ccm Harn von gesunden 
Personen 1 und 2mg Phenylbrenztraubensiure in Form ihres Natriumsalzes 
zugesetzt. Wie aus Tab. 2 hervorgeht, kann die Extinktion bei Zusatz einer be- 
stimmten Menge Phenylbrenztraubensiure zu gleichen Mengen verschiedener 
Harne verschieden sein. Bei kleineren Harnmengen werden die Unterschiede, 
wie zu erwarten, geringer und nahern sich den Werten waGriger Lésungen. 


13 L. Kahovec u. E. Treiber, Chem. Ing. Technik 25, 35 [1953]. 

* Die Titerstellung der Eisen(II1)-chloridlésung erfolgte mit Komplexon III 
nach G. Schwarzenbach. Die Arbeitsvorschrift findet sich in der Druckschrift 
der Firma B. Siegfried, Zofingen (Schweiz). 

** Die pq-Werte wurden unter Verwendung einer Glaselektrode mit dem 
Pu-Meter von Philips, GM 4491 gemessen. 


3* 
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Tab. 2. Beeinflussung der Phenylbrenztraubensiure-Bestimmung (Na-Salz) durch 
Harnbestandteile. 





mg Saure ecm Extinktion | Extinktion | Extinktion 
als Na-Salz zugesetzt Harn Wasser Harn I Harn II 


0,283 ‘ 0,187 
0,283 0,201 
0,283 0,235 
0,57 0,41 
0,57 0,45 
0,57 0,50 











Zur Untersuchung der Frage, mit welcher Genauigkeit nun mit dieser Methode 
im Harn der Alkaptonurikerin Phenylbrenztraubensaiure bestimmt werden kann, 
wurde wie folgt vorgegangen: Die Patientin erhielt wahrend der ganzen Versuchs- 
dauer die an anderer Stelle angegebene fleischfreie Kost und muBte den Harn 
durch 24 Stdn. sammeln. Es wurden nun zu je 2ccm dieses Harns steigende 
Mengen von Phenylbrenztraubensiure als Natriumsalz zugesetzt und eine Kurve 
aufgestellt. Aus der Abbildung geht hervor, daf diese Kurve II von der Eich- 
kurve im Wasser I nur gering abweicht. Die mit dem Harn weiterer Versuchstage 
unter denselben Bedingungen aufgenommenen Kurven stimmen mit der des ersten 
Tages sehr gut iiberein. 


Extinktion 
10 
0s 
06 
04 


02 


al 








1 2 3 -. 


mg Phenylbrenztraubensaure/1Q0 com 


Abb.: I Eichkurve der Phenylbrenztraubensiure in Wasser. — II Kurvenverlauf 
bei Zusatz zu 2 cem Harn der Versuchsperson (siehe Text). 


Es 148t sich also bei der angegebenen Versuchsanordnung mit der be- 
schriebenen Methode Phenylbrenztraubensiure im Harn der Alkaptonurikerin 
mit hinreichender Genauigkeit bestimmen. 

In letzter Zeit wurde von Keup* ein papierchromatographischer Nachweis 
der Phenylbrenztraubensiure beschrieben, der eine quantitative Schatzung er- 
méglicht. 


14 W. Keup, diese Z. 291, 223 [1952]. 
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c) Die quantitative Bestimmung der Homogentisinsaiure 
neben Phenylbrenztraubensdure im Harn 

Nach Zufuhr von Phenylbrenztraubenséure per os konnte bei der Alkap- 
tonurikerin eine deutliche Griinfarbung des Harnes auf Zusatz von Kisen(III)- 
chloridlésung nachgewiesen werden. Der positive Ausfall der Probe spricht dafiir, 
da8 ein Teil der zugefiihrten Saure als Salz im Harn ausgeschieden wird. Es muBte 
zunachst untersucht werden, ob die Bestimmung der Homogentisinséiure nach der 
gemeinsam mit Lieb’ ausgearbeiteten jodometrischen Methode auch bei An- 
wesenheit von Phenylbrenztraubensiure im Harn méglich ist. 

Zu diesem Zwecke wurde zu 10 ccm der an verschiedenen Versuchstagen 
gesammelten Harnmengen der Alkaptonurikerin das Natriumsalz der Phenyl- 
brenztraubensaéure in Mengen zugesetzt, die bei Zufuhr von 5 g dieses Salzes oder 
dieser Siure im Tag bestenfalls ausgeschieden werden konnten. Wie Tab. 3 zeigt, 
hat der Zusatz dieses Salzes die Menge des verbrauchten n/10-Natriumthiosulfats 
und somit das Ergebnis der Homogentisinsiurebestimmung nicht geandert. 


Tab. 3. Einflu8 von zugesetzter Phenylbrenztraubensiure auf die Bestimmung 
der Homogentisinsiure im Harn. 





g ecm 
imiaibiadia Phenylbrenztraubensiure verbr. /10-Natrium- 
P als Na-Salz zugesetzt thiosulfat 


10 0,00 5,62 
10 0,05 5,60 
10 0,00 3,48 
10 0,05 3,40 
10 0,00 4,24 
10 0,025 4,22 














3: 
DB: 
4, 
4, 
5. 


d) Beschreibung und Ergebnisse der Versuche 
an einem Fall von Alkaptonurie 


Die jetzt 49 Jahre alte Alkaptonurikerin fiihlt sich vollkommen 
gesund und die objektive Untersuchung ergab keinen Anhaltspunkt 
fiir einen wesentlichen krankhaften Organbefund. Um die tiaglichen 
Schwankungen in der Homogentisinsiureausscheidung mdglichst ein- 
zuschrinken, wurde an jedem Versuchstage dieselbe fleischfreie Kost 
gegeben. Bei der Zusammenstellung der letzteren wurde darauf ge- 
achtet, daB sie eine ausreichende EiweiBmenge und die fiir den Umbau 
nétige Menge von Phenylalanin und Tyrosin enthielt. Die einzelnen 
Mahlzeiten wurden an jedem Tag zu gleicher Zeit eingenommen. 

Die Kost bestand aus 400g Milch (hergestellt aus 40g Milchpulver und 
360 g Wasser), 1 Ei (es wurden Eier von 50,5 g Gewicht ausgesucht), 60 g Butter, 
270 g geschalten Kartoffeln, 300 g WeiBbrot, 30 g Zucker, 55 g Maizena, 2 Apfeln 
von je 100 g Gewicht, etwas griinem Gemiise und Wasser. Eingenommen wurde 
diese Nahrung in folgender Form: Friihstiick: 200 g Milch, 100 g WeiBbrot mit 
Butter; Gabelfriihstiick: 50 g WeiBbrot mit Butter; Mittagessen: Gemiisesuppe 
(5g Maizena), Kartoffel mit Butter, Maizenapudding (100g Milch, 1 Ei, 50g 
Maizena und Zucker) ; Jause: 50 g WeiBbrot mit Butter; Nachtmahl: 100 g Milch, 
100 g WeiBbrot, 2 Apfel. Die an einem Versuchstage eingenommene Nahrung 
enthalt nach Schalls Nahrungsmitteltabelle (14. Auflage, 1942) 49g EiweiB, 
64 ¢ Fett, 331 g Kohlenhydrate. Der Energiegehalt betragt 2148 Kalorien. Im 


15 -H. Lieb u. F. Lanyar, diese Z. 181, 199 [1929]. 
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K6rpergewicht von 65 kg trat wahrend der Zeit der Stoffwechselversuche keine 
Anderung ein. 

Die Harnmenge wurde von 8! friih bis nachsten Tag 8h gesammelt und 
kiihl aufbewahrt. Das Auffangen und Sammeln des Harns wurde mit der gréBten 
Genauigkeit durchgefiihrt. 

Die Phenylbrenztraubensiure wurde, wie unter b) beschrieben, die Homo. 
gentisinsiure nach der jodometrischen Methode, der Stickstoff nach Kjeldah|- 
Pregl und der pg-Wert mit Lyphanpapier bestimmt. 

Die Alkaptonurikerin erhielt zuniichst tiglich die oben beschriebene 
Kost. Nach Eintritt des Stickstoffgleichgewichtes wurden, wie auch 
aus Tab. 4 hervorgeht, jeden zweiten Tag verschiedene Mengen von 
Phenylbrenztraubensaure eingegeben. Die Einnahme der Substanz 
erfolgte immer in Oblatenkapseln zu 0,5 g in der Zeit von 8" bis 20 
(die letzte noch vor dem Abendessen) in méglichst gleichen Abstinden. 
Dadurch wurde vermieden, daB gréBere Mengen auf einmal zur Re- 
sorption kommen konnten. 

Von 5, 4 und 3g der freien Saéure wurden 11,8, 10,5 und 9,0°% 
sofort im Harn ausgeschieden. In dem mit Kohle abgegrenzten Stuhl 
konnte Phenylbrenztraubensiure nicht nachgewiesen werden. Es sind 
also 4,41, 3,58 und 2,73g Phenylbrenztraubensiure im Organismus 
verindert worden. Da 1g Phenylbrenztraubensiure 1,0243 g Homo- 
gentisinsiure entsprechen, sind diese Mengen 4,52, 3,67 und 2,80 g 
Homogentisinsiure aquivalent. Im Harn waren aber nur 3,97, 3,16 
und 2,48 g als Mehrausscheidung an Homogentisinsiure nachzuweisen. 
Es sind also 87,8, 86,1 und 88,6% der im Organismus umgesetzten 
Phenylbrenztraubensiure in Homogentisinssiure umgewandelt worden. 


Die Phenylbrenztraubensiure ist leicht zersetzlich. Aus diesem 
Grunde wurde in weiteren Versuchen das Natriumsalz dieser Saure, 
welches wesentlich bestandiger ist, verabreicht. Wie aus der Tabelle 
hervorgeht, wurden in den 3 Versuchen 14,2, 14,0 und 12,5% des Salzes 
(berechnet als freie Séiure) unveraindert im Harn ausgeschieden. Von 
der im Organismus umgesetzten Saiure wurden 86,7, 89,8 und 85,2°%%, 
also 85—90°% zu Homogentisinsiure abgebaut. Auch bei diesen Ver- 
suchen konnte im Stuhl Phenylbrenztraubensdure nicht nachgewiesen 
werden. 


2. Versuche mit p-Oxyphenylbrenztraubensaure 


Die fiir die Versuche verwendete p-Oxyphenylbrenztraubensiure wurde von 
der Chemisch-pharmazeutischen Fabrik Bad Homburg A.G. bezogen 
und durch Umkristallisieren aus heiBem Wasser gereinigt. Schmp. 217°C. 

Unter den gleichen Bedingungen, wie in den vorausgehenden 
Versuchen, wurden der Alkaptonurikerin 5, 4 und 3g p-Oxypheny!- 
brenztraubensiure eingegeben. Da aus | g p-Oxyphenylbrenztrauben- 
siure 0,9333 g Homogentisinsiure entstehen kénnen, sind, wie auch 
aus Tab.5 hervorgeht, aus der eingenommenen p-Oxyphenylbrenz- 
traubensiure nur 27,0, 27,9 und 30,4°%, also weniger als ein Drittel 
im Harn als Homogentisinsiiure ausgeschieden worden. Im Harn und 
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Stuhl war p-Oxyphenylbrenztraubenséiure nicht nachweisbar. Auch 
die Intensitaét der Millonreaktion stieg an den Versuchstagen im Harn 
nicht an. Sie wurde nach dem Verfahren bestimmt, welches Felix 
und Teske?® fiir die Leberfunktionsprifung ausgearbeitet haben. 


II. Versuche mit wei8en Ratten 


Bei weiBen Mausen?’ und bei weiBen Ratten'® gelang es mir, durch 
tigliche Zufuhr hoher Dosen von /-Tyrosin oder /-Phenylalanin experi- 
mentell eine Alkaptonurie zu erzeugen. Eine durch /-Tyrosin erzeugte 
Homogentisinsiureausscheidung konnte durch Zufuhr entsprechender 
Mengen /-Phenylalanin aufrecht erhalten werden. Sie hérte aber auf, 
wenn die erwahnten Aminoséuren nicht mehr zugefiihrt wurden. Die 
d-Formen erwiesen sich als vollkommen unwirksam. 

AnlaBlich dieser Versuche habe ich den Ratten auch die den er- 
wihnten Aminosaduren entsprechenden Ketosiuren zu verfiittern ver- 
sucht. Da die Ratten jede Nahrung, welche Phenylbrenztraubensiure 
oder p-Oxyphenylbrenztraubensiure enthielt, ablehnten, wurde ihnen 
die Ketosdure taglich in mindestens aquivalenten Mengen als Natrium- 
salz in waBriger Lésung mit der Schlundsonde eingegeben. Durch 
keine der erwaihnten Ketosiuren konnte bei den Versuchstieren inner- 
halb von 12 bis 14 Tagen eine Homogentisinséureausscheidung im Harn 
erzeugt werden. 

Es wurde nun versucht, eine durch /-Tyrosin hervorgerufene 
Alkaptonurie durch Zufuhr von méglichst groBen Dosen von Phenyl- 
brenztraubensiure und p-Oxyphenylbrenztraubensdiure aufrecht zu 
erhalten. Die Ratten erhielten /-Tyrosin der Firma Schering, welche, 
wie in den friiheren Versuchen, in einer Menge von 10—15% gebratenem 
faschiertem Fleisch zugesetzt wurde. AuBerdem wurde Milch gegeben. 
Nach Eintritt der Alkaptonurie wurde die zur Aufrechterhaltung 
derselben tiiglich notwendige Menge von /-Tyrosin auf einmal zugefiihrt. 
Es trat dann die maximale Homogentisinsaéureausscheidung 6—8 Stdn. 
nach der Verfiitterung auf und war laingstens 24 Stdn. nach der Auf- 
nahme der Aminosiure verschwunden. Durch fortlaufende Harn- 
untersuchungen wurde der Zeitpunkt festgestellt, in welchem der 
Alkalitest negativ wurde. Kurze Zeit darauf wurden den Ratten 1,8 
bis 2g Phenylbrenztraubenséure als Natriumsalz in waBriger Losung 
mit der Schlundsonde zugefiihrt. Die fortlaufende Untersuchung des 
Harns ergab, daB der Alkalitest dauernd negativ blieb. Es konnte 
im Harn nur Phenylbrenztraubensiure durch die Griinfirbung nach 
Zusatz von Eisen(III)-chlorid nachgewiesen werden. Die Ausscheidung 
horte nach ungefahr 5 Stdn. auf. Der Alkalitest wurde erst wieder 


16 K. Felix u. R. Teske, diese Z. 267, 173 [1941]. 
” F. Lanyar, diese Z. 275, 225 [1942]. 
18 F, Lanyar, diese Z. 278, 155 [1943]. 
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Tab. 6. Ubersicht iiber die Fiitterungsversuche mit Ratten. Die Gesamtversuchs. 

dauer bei jeder Ratte wurde in einzelne verschieden lange Zeitabschnitte zerlegt 

und der Mittelwert der wihrend dieses Zeitabschnittes in 24 Stdn. aufgenommenen 
Amino- oder Ketosauren berechnet. 





Ge- Zeit- 
samt- ab- Zugefiihrte Amino- oder Keto- 
dauer | schnitte sdure in g in 24 Stdn. Durch- “ Bemerkungen 

des Versuches schnittswert im Zeitabschnitt 

in Tagen 
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* Innerhalb von 2 Stdn. verfiittert’ bzw. mit der Schlundsonde eingegeben, nachdem der 
Alkalitest im Harn der Ratte negativ geworden war. 
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positiv, wenn am niachsten Tag die notwendige Menge /-Tyrosin oder 
|-Phenylalanin zugefihrt wurde. 


Gibt man in dem Zeitpunkt, wo der Alkalitest negativ wird, an 
Stelle der Ketosiure /-Tyrosin, so geniigt eine relativ kleine Dosis dieser 
Aminoséiure, um im Harn wieder eine Homogentisinsiureausscheidung 
hervorzurufen. 

Wird bei der gleichen Versuchsanordnung den Ratten an Stelle 
der Phenylbrenztraubensiure die entsprechende Menge p-Oxyphenyl- 
brenztraubensiure mit der Schlundsonde eingegeben, so konnte, wie 
zu erwarten, eine experimentell erzeugte Alkaptonurie ebenfalls nicht 
aufrecht erhalten werden. 


Die niheren Daten sind der Tab. 6 zu entnehmen, welche einen 
Auszug der Versuchsprotokolle enthalt. 


Diskussion der Versuchsergebnisse 


In der Literatur ist 6fters behauptet worden, daB die /-Formen 
der aromatischen Aminosiuren Phenylalanin und Tyrosin iiber die 
Ketosiuren zu Homogentisinsiure abgebaut werden. Gegen diese An- 
nahme sprechen eine Reihe von Beobachtungen. 

Felix, Zorn und Dirr-Kaltenbach?® konnten bei ihren Ver- 
suchen tiber die Oxydation der /-Formen dieser Aminosiuren durch 
Leber- und Nierenbrei sowie durch Extrakte und Organschnitte aus 


diesen Organen weder Phenylbrenztraubensiure noch p-Oxypheny]l- 
brenztraubensiure nachweisen. 


Lang und Westphal?® wiesen in der Leber ein Enzym nach, 
das l-Phenylalanin und /-Tyrosin unter Aufnahme von 1 Atom Sauer- 
stoff oxydiert, ohne daB dabei Ammoniak abgespalten wird. Die Bildung 

,einer Ketoséure in den Versuchsansitzen konnte ausgeschlossen werden. 


Mit diesen Versuchsergebnissen stimmt meine Beobachtung tiberein, 
da8 Phenylbrenztraubensiure im Harn der Alkaptonurikerin nur nach 
Eingabe von d-Phenylalanin nachweisbar war. Die /-Formen wurden 
quantitativ* zu Homogentisinsiure abgebaut®, 


Durch Verfiitterung der /-Formen von Tyrosin und Phenylalanin 
konnte ich bei weiBen Ratten experimentell eine Alkaptonurie erzeugen. 
Die Verabreichung der d-Formen fiihrt nur zur Ausscheidung der Keto- 
siuren '8, 


Die Versuche mit p-Oxyphenylbrenztraubensiure sprechen eben- 
falls gegen die Annahme, da diese Ketosiure ein Zwischenprodukt 
beim Abbau des /-Tyrosins ist. Felix und Teske?* fanden, da8 gesunde 
Menschen bis zu 5g p-Oxyphenylbrenztraubensiure vollstindig um- 


19 K, Felix, K. Zorn u. H. Dirr-Kaltenbach, diese Z. 247, 141 [1937]. 

20 K. Lang u. U. Westphal, diese Z. 276, 179 [1942]. 

* Die Stoffwechselstérung ist also in dem von mir beobachteten Fall von 
Alkaptonu ie eine totale. 
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setzen. Dagegen scheiden Leberkranke bei einer solchen Belastung 
mehr oder minder groBe Mengen dieser Siure im Harn aus. Dies spricht 
dafiir, daB diese Substanz gut resorbiert wird. Im Harn der Alkap. 
tonurikerin konnte p-Oxyphenylbrenztraubensiure nach Einnahme von 
5 g dieser Saéure nicht nachgewiesen werden. Sie hat von der verab. 
reichten Saure nur 27—30% in Homogentisinsiure umgewandelt. Man 
muB daher annehmen, daB der GroBteil der verabreichten Saure auf 
einem Wege, der nicht iiber die Homogentisinséiure geht, abgebaut 
wurde. 

Aus dem Umstand, da die Phenylbrenztraubensiure vom Alkap. 
tonuriker weitgehend (nach meinen Versuchen zu 85—90%) in Homo- 
gentisinsiure umgewandelt wird, wurde der SchluB gezogen, daB diese 
Ketosiure eine Zwischenstufe beim Abbau des /-Phenylalanins ist. 
Gegen diese Annahme sprechen aber meine Versuche an weiben Ratten. 
Kine durch /-Tyrosin hervorgerufene Alkaptonurie kann durch 4qui- 
valente Mengen von /-Phenylalanin aufrecht erhalten werden. Es 
gelingt dies aber nicht durch Zufuhr aquivalenter und hdherer Dosen 
von Phenylbrenztraubensiure. 

Wenn man eine der erwahnten Ketosiuren Ratten zufiihrt, bei 
denen experimentell eine Alkaptonurie erzeugt wurde, so erhaélt man — 
genau so wie bei d-Phenylalanin und d-Tyrosin — nicht dieselben 
Ergebnisse, als wenn man sie dem Alkaptonuriker eingibt. Dies wird 
verstindlich, wenn man bedenkt, dafi bei Ratten erst die dauernde 
Belastung der die Aminosiuren abbauenden Organe wie z. B. der Leber, 
durch Zufuhr reichlicher Mengen von /-Formen dieser Aminosiuren 
mit der Zeit dazu fiihrt, daB der Abbau derselben unvollstandig 
wird und Homogentisinsiure im Harn erscheint. Beim Alkaptonuriker 
hingegen liegt eine angeborene totale Stoffwechselstérung vor. Er 
baut selbst die kleinsten Mengen der /-Formen, die zugefiihrt werden 
oder im Stoffwechsel entstehen, nur bis zur Homogentisinséure ab und 
scheidet letztere im Harn aus. r 


Schon lange ist bekannt, da Phenylbrenztraubensiure Phenyl- 
alanin im Wachstumstest vertreten kann. Braunstein und Kritz- 
mann”! haben beobachtet, daB tierische Gewebe die Aminogruppe 
der Glutaminsiure auf Brenztraubensiure iibertragen. In der Folgezeit 
wurden noch weitere Transaminierungsreaktionen®? aufgefunden. Es 
entstehen dabei immer nur /-Aminosiuren. Uber die Aminierung der 
Phenylbrenztraub2nséure”* und der p-Oxyphenylbrenztraubenséure** 
zu Phenylalanin und Tyrosin im Nierenbrei haben Cavallini und 
De Marco berichtet. 


21 A.E. Braunstein u. M.G.Kritzmann, Enzymologia 2, 129, 138 
[1937]; 5, 44 [1938]; 7, 25 [1939]. 

2 P.S.Cammarata u. P.P.Cohen, J. biol. Chemistry 187, 439 [1950]. 

23D. Cavallini u.C. DeMarco, Atti Accad. naz. Lincei, Ser. 8, 7, 264[1949]. 

4 D.Cavallini u.C.DeMarco, Atti Accad. naz. Lincei, Ser. 8, 9,374 [1950], 
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Man kann daher annehmen, daB beim Alkaptonuriker nach Zufuhr 
der Ketosiuren /-Aminosiuren entstehen, die dann zu Homogentisin- 
siure abgebaut werden. Das verschiedene Verhalten der Ketosauren 
jaBt sich verstehen, wenn man annimmt, daB die Transaminierung der 
Phenylbrenztraubensiiure rascher erfolgt als die der p-Oxyphenyl- 
brenztraubensiure. Beide Ketosiiuren werden aber nicht so rasch und 
nicht in einem solchen AusmaB in die /-Aminosiuren umgewandelt, 
daf es gelingen wiirde, bei weiBen Ratten durch Zufuhr dieser Sauren eine 
Alkaptonurie zu erzeugen oder eine bestehende aufrecht zu erhalten. 


Zusammenfassung 


Einer Alkaptonurikerin wurden in Stoffwechselversuchen bei 
konstanter Nahrung an verschiedenen Tagen 5, 4 und 3 g Phenylbrenz- 
traubensiure verabreicht. 11,8, 10,5 und 9,0% der Saure wurden 
unverindert im Harn ausgeschieden. Von der im Organismus um- 
gesetzten Phenylbrenztraubensiure sind 87,8, 86,1 und 88,6% im 
Harn als Homogentisinsiure erschienen. Da sich die freie Saure leicht 
zersetzt, wurden die Versuche wiederholt und 4,0, 3,2 und 2,4 g Phenyl- 
brenztraubensaiure als Natriumsalz eingegeben. 14,2, 14,0 und 12,5% 
waren unverindert im Harn nachweisbar. Von der im Organismus 
verinderten Phenylbrenztraubensiure sind 86,7, 89,8 und 85,2% zu 
Homogentisinsiure abgebaut worden. 

Fir die quantitative Bestimmung der Phenylbrenztraubensiure 
im Alkaptonharn wurde ein einfaches kolorimetrisches Verfahren aus- 
gearbeitet, welches auf der Messung der Intensitét der Griinfarbung 
beruht, die nach Zusatz von Eisen(III)-chloridlésung zu einer wa8rigen 
Lésung des Natriumsalzes der Phenylbrenztraubensiure eintritt. 

In einer weiteren Versuchsreihe wurden der Alkaptonurikerin unter 
gleichen Bedingungen 5, 4 und 3g p-Oxyphenylbrenztraubensiure 
verabreicht. 27,0, 27,9 und 30,4% der Siure wurden in Homogentisin- 
siure umgewandelt. Im Harn konnte p-Oxyphenylbrenztraubensiure 
nicht nachgewiesen werden. 

Bei weiBen Ratten gelingt es nicht, durch Zufuhr von Phenyl- 
brenztraubensiure oder p-Oxyphenylbrenztraubensiure in hohen Dosen 
experimentell eine Alkaptonurie zu erzeugen oder eine durch /-Tyrosin 
hervorgerufene Alkaptonurie aufrecht zu erhalten. 

Die Versuchsergebnisse sprechen gegen die Annahme, da die 
erwihnten Ketoséiuren eine Zwischenstufe beim Abbau von /-Phenyl- 
alanin und J-Tyrosin zu Homogentisinsiure sind. 

Es ist naheliegend anzunehmen, da ein Teil der Ketosaiuren in 
l-Aminosiuren umgewandelt wird, die dann zu Homogentisinsaéure 
abgebaut werden. 
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Uber ,,aktivierte Ameisensaure“ 
und die fermentative Transformylierung 


Vorlaufige Mitteilung 
Von 


H. M. Rauen und L. Jaenicke 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Marburg (Lahn) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Juni 1953) 


Die bei der Umsetzung mit Leberbrei oder -homogenat aus der 
nichtfluoreszierenden Folsiure entstehende intensiv blaufluoreszierende 
N(12)-Formyl]-folsiure! spielt offenbar eine zentrale Rolle im Stoff. 
wechselgeschehen der C,-Einheiten-Ubertragung. Ein Teil dieses 
Gesamtvorganges betrifft die Transmethylierung, an dem die 
Folsaiuregruppe nicht beteiligt zu sein scheint. Der andere Teilvorgang 
wird in der Literatur bereits als Transformylierung _bezeichnet, 
obgleich es nicht sicher ist, daB es sich wirklich um eine Ubertragung 
von Formylgruppen und nicht etwa um eine solche von Oxymethyl- 
gruppen handelt. 

Wir haben im Marburger Institut die friiheren Untersuchungen iiber 
die Rolle der Pterine im intermediiren Stoffwechselgeschehen wieder 
aufgenommen und in verschiedener Richtung ausgedehnt. Es erscheint 
notwendig, iiber die bis jetzt erhaltenen Ergebnisse kurz zu berichten, 

Vorversuche befaBten sich zunichst mit der Zubereitungsform der 
Fermentpriparate. Wahrend friiher? die besten Umsetzungen mit 
Schweineleberbrei erhalten wurden, fanden wir jetzt schonend und 
rasch hergestellte Homogenate gleich gut wirksam. Die Ansatze wurden 
friiher nach Versuchsende mit Aceton versetzt und die filtrierten klaren 
Lésungen nach Einengen in alkalischem Milieu fluorometrisch vermessen. 
Jetzt enteiweiBen wir mit Trichloressigsiure und machen dann genau 
bis pg 12 alkalisch. Acetontrockenleber war unwirksam und lieB sich 
weder durch Zusatz von eingeengtem Dialysat von Leberhomogenat 
noch durch Leberbrei-Kochsaft aktivieren. Schweineleber-Trocken- 
pulver, durch Homogenisieren von Leber in Kohlensaureschnee nach 
Behrens? und anschlieBender Gefriertrocknung gewonnen, war jedoch 
noch gut wirksam. Das pg-Optimum der Fermentreaktion lag bei 7,1. 
Die Lebern von verschiedenen Tieren waren in folgender Reihe abneh- 
mend wirksam: Hammel, Schwein, Rind, Kalb. Hundeleber war un- 
wirksam. 

Die aufbauende fermentative Formylierung der Folsiure 
ist abhangig von der intakten Atmungskette. Sie wird durch alle Fer- 
mentgifte gehemmt, die auch die Atmung unterbinden (Cyanid?, Jod- 

1H. M. Rauen, W. Stamm u. K. H. Kimbel, diese Z. 289, 80 [1952]. 


2 H. M. Rauen, H. Waldmann u. M. Buchka, diese Z. 288, 10 [1951]. 
3 M. Behrens, diese Z. 291, 245 [1952]. 
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acetat, Azid). Auch in Stickstoffatmosphire ist sie nicht nachweisbar?. 
Durch ATP wird sie deutlich geférdert, DPN hat keinen Effekt. 

Starke Formyl-Donatoren sind Serin und Histidin, mittelstarke 
sind Harnsaure, Acetat, Formiat, Thymin, Uracil, Hypoxanthin, schwach 
wirksam ist Glykokoll, und nicht wirksam sind Methionin, Cholin, Betain, 
Tryptophan, Glykol, Glyoxylsdure, Rhodanid und Carbonat. 

Die abbauende fermentative Entformylierung der N (12)- 
Formyl-folsiure, die wir als synthetisches Praparat den Ansiatzen bei- 
gaben, geht nicht unter aeroben Bedingungen, auch nicht bei Zusatz 
von Formylacceptoren. Anaerob verlauft sie ohne Acceptorzusatz nur 
ganz langsam, mit Acceptorzusatz jedoch rasch. 

Als beste Acceptoren wirken Glykokoll, Uracil, Brenztrauben- 
siure und Amino-imidazol-carbonsiureamid. Die Acceptorwirkung der 
letzteren wird wesentlich verstirkt durch Zugabe von Ribose-1-phosphat 
und Mgtt+. Diese Reaktionswege scheinen sowohl ATP als auch DPN zu 
benotigen. N(12)-Formyl-folsiure ist durch Leucovorin (Leuconostoc- 
citrovorum-Faktor) zu ersetzen. Die Abnahme von Serin bei der auf- 
bauenden Formylierung der Folsiure (Serin als Donator) und auch die 
Zunahme von Serin bei der abbauenden Entformylierung der N(12)- 
Formyl-folsiure (Glykokoll als Acceptor) wurden maBanalytisch ver- 
folgt. Setzt man diese Werte in Beziehung zu den fluorometrischen 
Messungen von Entstehen oder Verschwinden der N(12)-Formy]-fol- 
siure, so ergeben sich iibereinstimmende Bilanzen. 

Folsiureantagonisten (Aminopterin, Amethopterin, Amino-Anfol, 
auch Gramicidin, Terramycin, Thyrocidin und Thyrothricin) hemmen 
weder die aufbauende noch die abbauende Reaktion. Wir werden diesen 
interessanten Befund noch eingehend untersuchen. 

Neben der N(12)-Formyl-folsiure als wahrscheinlich erstem Um- 
wandlungsprodukt bei der aufbauenden Reaktion entstehen, wie schon 
friher beobachtet!, noch andere blau fluoreszierende Derivate. Diese 
lassen sich papierelektrophoretisch und papierchromatographisch (unter 
jerwendung von Athylamin in der mobilen Phase) voneinander tren- 
nen. Ein offenbar in gréBerer Menge entstehendes zweites Umwand- 
lungsprodukt wurde als rohes Ba-Salz gewonnen. Es enthalt Phosphor- 
siure in organischer Bindung. . 

Aus den bis jetzt vorliegenden Befunden 1a8t sich ein Transformy- 
lierungscyclus aufstellen, auf den wir spater ausfihrlich eingehen werden. 
In diesem Cyclus kommt einem Folsiurederivat die Ubertragerrolle fiir 
Formyl- (oder Oxymethyl-) Gruppen zu. 

Da sowohl Atmungskettenenergie als auch ATP (und DPN in einem 
Teilvorgang) notwendig sind, ist der Gesamtvorgang komplexer Natur. 
Die Formylgruppe sitzt in der N(12)-Formyl-folsiure bzw. ihrem phos- 
phorsiurehaltigen Derivat offenbar in aktivierter Bindung, so daB 
man sie vorlaéufig in Anlehnung an die von Feodor Lynen gebrauchte 
Bezeichnungsweise als ,,aktivierte Ameisenséure“ ansprechen darf. 


Wir danken Frl. K. v. Dah] fiir ihre eifrige und sorgfaltige Mitarbeit. 
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Uber eine neue Farbreaktion des Cysteins mit Salicylaldehyd 
Von 
G. O. Sehliitz 
Diagnostisches Institut, Freiburg i. Br. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12, Mai 1953) 


Salicylaldehyd ist in alkalischer Lésung ein gutes und brauchbares 
Reagens auf Cystein. Am besten bewihrt sich eine in der Wirme 
hergestellte Lésung von 5% Salicylaldehyd in 15-proz. Natronlauge. 

Man versetzt die Probe im Reagensglas mit 2—3 ccm Salicyl- 
aldehydreagens und beléBt kurze Zeit (bis 30 Min.) im  siedenden 
Wasserbad. Bei Anwesenheit von Cystein nimmt die Fliissigkeit je 
nach Konzentration eine orange oder schén rote bis tief burgunder- 
weinrote Farbe an. Die Firbung tritt meistens schon in der ersten 
Minute auf. 

Cystin und Glutathion reagieren ebenfalls sehr schén. Sie 
gelangen in alkalischem Milieu wohl in ihrer Reduktionsform zur Re. 
aktion. Jedenfalls ist die Reaktion an das freie Sulfhydryl gebunden, 
denn Methionin mit methylsubstituierten Wasserstoff reagiert nicht 
mehr in der beschriebenen Weise mit dem Salicylaldehydreagens. Die 
Reaktion-kann aber nur bei Abwesenheit von Aceton als positiv gelten, 
da dieses mit Salicylaldehyd die gleiche Farbung gibt. 

Von Bedeutung ist, daB die Reaktion auch im molekularen Eiwei8- 


verband reproduzierbar ist. So laBt sich die Reaktion leicht mit Insulin 
oder mit den EiweiBk6rpern des Blutes usw. anstellen. 

Die Empfindlichkeitsgrenze liegt bei etwa 50 y Cystein. Bei 
geringen Mengen setzt man vorteilhaft eine Vergleichsprobe mit reinem 
Reagens an, um neben deren zeisiggriingelber Farbe die Nuance zum 
Orange besser erfassen zu k6nnen. 
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Zur Fehlerbreite der flammenphotometrischen Calcium-Bestimmung 
im menschlichen Serum (und Urin) 
Von 
Hans-Ulrich Riethmiiller und Adelheid Bretschneider 


Aus der Medizinischen Universitits-Klinik und -Poliklinik Tiibingen 
(Direktor: Prof. Dr. H. Bennhold) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Miirz 1953) 


Bei einer Durchsicht der umfangreichen Literatur tiber emissions- 
spektroskopische Methoden! ergibt sich, da8 die flammenphotometrische 
(flph.) Bestimmung von Calcium bisher seltener angewandt wird als 
diejenige von Kalium und Natrium. Uber die Genauigkeit der Calcium- 
bestimmung auf flph. Wege liegen wenige Angaben vor: Unter 34 Ver- 
éffentlichungen, welche sich mit der flph. Calciumbestimmung in ver- 
schiedenem Material allein oder neben anderen Elementen befassen, 
finden sich bei 23 Autoren Angaben tiber die Fehlerbreite, davon nur 
bei einem Teil dieser Autoren?-™ fiir Serum oder Plasma, zum Teil 
nur summarisch (vgl.1). Fir die Einfiihrung als Routinemethode in 
das klinische Laboratorium ist es ausschlaggebend, ob flammenphoto- 
metrisch die Genauigkeit der iiblichen Routinemethoden fiir die Serum- 
calciumbestimmung erreicht werden kann oder nicht, ohne dabei den 


Hauptvorteil des flph. Verfahrens, die einfache Verdiinnung als Proben- 
vorbereitung, aufgeben zu miissen. 


1 H.-U. Riethmiiller, Mikrochemie, im Druck. 

2 J. Belke u. A. Dierkesmann, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 
Pharmakol. 205, 629—646 [1948]. 

3 P. T. Gilbert jr., Determination of sodium and calcium by flame photo- 
metry. Beckman Reprint R—26, South Pasadena 1948. 

R. Herrmann, Z. ges. exp. Med. 118, 187—198 [1952]. 

R. Herrmann u. R. Baumann, Z. ges. exp. Med. 119, 487—489 [1952]. 

H. J. Hiibener, diese Z. 289, 188—201 [1952]. 

V. Kapuscinski, N. Moss, B. Zaku. A. J. Boyle, Amer. J. clin. Pathol. 
22, 687—691 [1952]. 

8 H. Lundegardh, Die quantitative Spektralanalyse der Elemente. II: 
Methodische Verbesserungen und praktische Anleitung fiir die Ausfiihrung von 
Analysen in den Gebieten der Biologie, Medizin, Agrikulturchemie und des Berg- 
baus. Gustav Fischer, Jena 1934. 

® R. E.Mosher, M.Itano, A.J. Boyle, G.B.Myers u. L.T. Iseri, 
Amer. J. clin. Pathol. 21, 75—80 [1951]. 

10 EK. Norinder, Biochem. Z. 299, 168—173 [1938]. 

1930 E. Norinder, Upsala Lakareférenings Férhandlingar N. F. 45, 419—669 
39]. 
12 Perkin-Elmer Corporation, Instruction manual flame photometer 


model 52—C [1952]. 
13 H, R. Robinson, K.J. Newman u. E. J. Schoeb, Analyt. Chem. 


22, 1026—1028 [1950]. 
14 J. W. Severinghaus u. J. W.Ferrebee, J. biol. Chemistry 187, 621 


bis 630 [1950]. 
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Die Daten zur Fehlerbreite in der Literatur beruhen teils auf der 
Mehrfachbestimmung an meist kleineren Reihen von anorganischen 
Salzlésungen oder gleichen Seren*” ® 14, teils auf dem Zuwiege. 
verfahren® 7 % 14 und schlieBlich auf Vergleichsbestimmungen® 12-14 
Fiir die Untersuchung von biologischem Material ist ein Teil dieser 
Veréffentlichungen? 1°16 der Anlaf zu einer recht optimistischen 
Beurteilung der Methode, da sie — obwohl fir biologisches Unter. 
suchungsmaterial bestimmt — dessen Komplexitét nicht geniigend 
beriicksichtigen. Fiihrt man jedoch Vergleichsbestimmungen an ver. 
schiedenen Einzelseren mit einer zuverlissigen chemischen Methode 
durch, so zeigen sich Abweichungen, die die routinemaBige Anwendung 
der direkten Flammenphotometrie — zumindest des von uns benutzten 
Geratetyps — zur Serumcalciumbestimmung kritisch bewerten lassen. 
Wir haben deshalb die Fehlerbreite der flph. Calciumbestimmung im 
routinemaBigen Gebrauch an Hand einer gréBeren Serie von ver- 
schiedenen Einzelseren (sowie von Urinen) iiberpriift. 


Vorgehen 


Die Untersuchungen erstrecken sich im wesentlichen auf die 
Calciumbestimmung im menschlichen Serum. Zur Bestimmung des 
Calciums im Urin wird nur kurz Stellung genommen. Es wurden gepriift: 

I. Die Reproduzierbarkeit der flph. Mehrfachbestimmung am 
gleichen Serum. 

II. Die Abweichung der flammenphotometrisch bestimmten Werte 
im Vergleich mit einer zuverlissigen chemischen Methode an 
einer Serie von 500 Einzelbestimmungen verschiedener Seren 
in drei Gruppen: 

a) Hypocalcimische Seren, 
b) normocalcimische Seren und 
c) hypercalcimische Seren. 

. Die Abweichung gegeniiber der verwendeten chemischen Methode 

an einer Reihe von 100 Einzelbestimmungen verschiedener Urine. 


Methoden 

a) Flammenphotometrische Serumcalciumbestimmung: 

Gerat: Direktes Flammenphotometer (Zei$ Modell III) mit Zerstaéuber vom 
Lundegardh-Typ(Ansaugkapillare); Acetylen-Flamme; Interferenz-FilterCa63 J; 
Selensperrschichtzelle; Multiflexgalvanometer (MG3; Empfindlichkeit 2-10-°A 
pro Sktl.). 

Betriebsdrucke: Acetylen 70 mm H,O; PreBluft 4,5 atii. 

Vorbereitung der Proben: Verdiinnung mit aqua bidest. 1:21. Ver- 
wendete Mengen: 0,5—1,0 ml Serum. 

Lésung fiir Standardkurve (I): Ca in steigender Konzentration (2,0; 4, ¥! 
6,0; 8,0; 10,0; 12,0; 14,0; 16,0; 20,0; 28,0 mg%) als CaCO,. 19,5mg% (= 
mAquiv. ) K als K,S0,. ‘Na: 322 mg%, ( = 140 mAquiv./l) als NaCl. 


1 H.W. Muth, Arztl. Wschr. 8, 160—162 [1953]. 
16 A, von Oer u. H. J. Héfert, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 


Pharmakol. 214, 109—120 [1951]. 
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Lésung fiir Einzel-Eichwerte (II): Ca: 10,0mg% (= 5 mAquiv./l) als 
CaCO,. K: 19,5 mg% (= 5 mAquiv./l) als K,SO,. Na: 322 mg% (= 140 mAquiv./l) 
als NaCl. 

Ablesung im Ausschlagsverfahren nach Einstellung des Galvanometers 
mittels eines Potentiometers auf eine jeweils gleiche Empfindlichkeit fiir 10,0mg%Ca 
(Lésung II). Einstellung der Empfindlichkeit nach jeder dritten Messung. Reinigung 
des Systems mit aqua bidest. nach jeder Ablesung, bis Flamme farblos. 

b) Chemische Serumcalciumbestimmung: 

Direkte acidimetrische Titrations-Methode nach Sobel-Sklersky?’: Fallung 
des Calciums als Oxalat; Uberfiihrung in Calciumcarbonat bei rund 500 C; Auf- 
Jésung in Borsaure; direkte Titration mit n/100-HCl auf das py der reinen Borsaure- 
jésung gleicher Konzentration. Verwendete Menge: 2,0 ml Serum. 

c) Flammenphotometrische Urincalciumbestimmung: 

Gerat und Betriebsdrucke wie unter a). 

Vorbereitung der Proben: Verdiinnung mit aqua bidest. 1:51. Ver- 
wendete Menge: 0,5 ml Urin. 

Lésung fiir Standardkurve: CaCO, in steigender Konzentration. 

Ablesung im Ausschlagsverfahren nach Einstellung des Leer-(Wasser)- 
Wertes. Reinigung wie unter a). 

d) Chemische Urincalciumbestimmung: 

Direkte acidimetrische Titrations-Methode nach Sobel-Sobel*’. Vor Oxalat- 
Fallung Einstellung des py auf 3,0 bis 3,3. Verwendete Menge: 4,0 ml Urin. 


Untersuchungsergebnisse 
I. Reproduzierbarkeit bei Mehrfachbestimmung am 


gleichen Serum 
a) Von einem gleichen Serum wurden 30 aufeinanderfolgende flph. 


Einzelbestimmungen durchgefihrt. Die Ergebnisse zeigt Tab. 1. Dafiir 
errechnet sich: 
Arithmet. Mittel 
Durchschnittl. Abweichung . . 
Standard (quadrat.) Abweichung s : o%, (='0;9%) 
Mitt]. Fehler d. Mittelwertes . sy +0,9%. 


Tab. 1. Flammenphotometrische Mehrfachbestimmung am gleichen Serum 
in zeitlich geschlossener Reihe. 


11,1 mg% 
+ 0,1 mg% (= 0,9%) 
+ 0,1 mg 


Hl i tl 





Ca Abweichung Ca Abweichung Ca Abweichung 
gefunden vom gefunden vom gefunden vom 
(1—10) Mittelwert (11—20) Mittelwert (21—30) Mittelwert 
mg% ‘ mg% mg% mg% 


11,0 11,2 ; 11,0 
11,0 11,2 11,0 
11,0 11,2 
11,0 ; 11,2 
11,0 11,0 
11,0 11,0 
11,0 11,0 
11,0 11,2 
11,0 11,2 
11,0 11,2 


u. 8. Sklersky, J. biol. Chemistry 122, 665—671 [1938]. 
u. B.A. Sobel, J. Lab. clin. Med. 26, 585—586 [1940]. 
4* 
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b) Von einem anderen gleichen Serum wurden 11 flph. und gleich. 
zeitig 11 chemische Einzelbestimmungen (tiaglich je eine Bestimmung) 
im Rahmen der laufenden Routineuntersuchungen gemacht. Die er. 
zielten Werte stellt Tab. 2 dar. Dabei ergibt sich fiir die flph. Methode: 


is) 
= 


il Wl tl 


10,87 mg, 
+0,1 mg% (= 1, 
+0,1 mg% (= 1, 
ane 


0%) 
1%) 
IAS 


Tab. 2. Mehrfachbestimmung am gleichen Serum, 
taglich eine Bestimmung in Routinebetrieb eingeschaltet. 





flammenphotometrisch chemisch (acidimetrisch) 





Ca Abweichung vom Ca Abweichung vom 
gefunden Mittelwert gefunden Mittelwert 


oO / 19) 
=e 7 mg% | % mg7/o 


10.7 —0,17 11,3 
10,9 + 0,03 11,2 
10,7 —0,17 11,3 
10,7 — 0,17 11,2 
11,0 + 0,13 11,2 
10,9 + 0,03 11,1 
10,9 -| +.0,03 11,1 
10,8 . — 0,07 11,1 
11,0 + 0,13 11,3 
11,0 + 0,13 11,1 
11,0 + 0,13 11,1 


10,87 11,18 
+ 0,108 
+ 0,12 
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Es 1aBt sich also eine Differenz in der Standardabweichung (s) 
zwischen beiden MeBreihen von 0,9°% gegeniiber 1,1% feststellen. In 
jeder MeBreihe waren fiir jede Einzelbestimmung die gleichen Be- 
dingungen fiir das Substrat gegeben. MeBreihe a wurde hintereinander 
durchgefithrt, MeBreihe b eingestreut in die laufenden Routineunter- 
suchungen. Da im Untersuchungsmaterial gelegene Faktoren bei jeweils 
gleichem Material ausscheiden, ist die Ursache fiir die geringe Differenz 
in den zu verschiedener Zeit unterschiedlichen Gerite- und sonstigen 
Handhabungs-Bedingungen zu suchen. Die GréBenordnung der Differenz 
zeigt, wie wenig sich die letzteren Bedingungen auf die Fehlerbreite 
auswirken. 


Il. Vergleich der flammenphotometrischen mit der chemi- 
schen Serumcalciumbestimmung 


a) Fehlerbreite der Vergleichsmethode: 

Soll die zu priifende mit einer anderen Methode verglichen werden, so setzt 
dies eine entsprechende Zuverlassigkeit der Vergleichsmethode voraus. Die meistens 
in der Routine zur Serumcalciumbestimmung verwendete Kaliumpermanganat- 
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Titrationsmethode’® 2° scheidet wegen ihrer bekannten Fehlerquellen fiir den vor- 
liegenden Zweck aus. Die von uns benutzte direkte acidimetrische Titrations- 
methode nach Sobel und Sklersky” ist zwar umstandlicher, bietet aber die Vor- 
teile der acidimetrischen Methoden, der Verwendung von stabiler Standardsiure 
und der direkten Titration mit scharfem Umschlagspunkt. Wir haben ihre Fehler- 
breite folgendermaBen iiberpriift : 


]. An aufeinanderfolgenden Tagen wurden von einem gleichen Serum (wie MeB- 
reihe Ib) 11 Einzelbestimmungen und zwar jeden Tag eine Bestimmung 
durchgefiihrt. D'e Ergebnisse zeigen die Tab. 2 und 4 (Reihe 1). 

2. An aufeimanderfoigenden Tagen, und zwar jeden Tag 1—2 Einzelbestim- 
mungen, wurden von einer gleichen Calciumgluconatlactobionat-Lésung als 
taglicher Kontrolleichwert 250 Einzelbestimmungen gemacht. Die Ergebnisse 
enthalt Tab. 4 (Reihe 2). 

3. Ebenfalls an aufeinanderfolgenden Tagen wurden von der Lésung II, welche 
fiir die Einzeleichwerte der flph. Serumcalciumbestimmung verwendet wird, 
10 acidimetrische Einzelbestimmungen durchgefiihrt. Die Lésung hat den 
eingewogenen Gehalt von 10,0 mg% Calcium, 19,5 mg% Kalium und 322mg% 
Natrium. Die titrimetrisch gefundenen Calciumwerte gibt Tab. 3 wieder. Die 
Daten zur Fehlerbreite enthalt Tab. 4 (Reihe 3). 


Tab. 3. Chemische (acidimetrische) Ca-Bestimmung in anorganischer Liésung 
mit einem Ca-Gehalt von 10 mg%. 


mg%, Ca gefunden | 9,9 a 7 | 9,9| 10,0| 10,1 mr iH 10,0 
i) 





mg% Abweichung |—0,1|+0,1| 0,0|+0,2 0,0 |+0,1 |+0,2|+0,1] 90,0 


Tab.4. Daten zur Fehlerbreite der chemischen (acidimetrischen) Vergleichs- 
methode. 





11 Einzelwerte 250 Einzelwerte 10 Einzelwerte 
gleiches Serum gleiche Calcium-gluco- | 10,0 mg-proz. CaCO,- 
lactobionat-Lésung Lésung 


(1) (2) (3) 
11,18 mg% 8,21 mg% 10,05 mg% 


+0,07 mg% +0,10 mg% 0,09 mg% 
= +0,7% = +1,3% = +0,9% 


+0,08 mg% 0,13 mg%, 0,1 mg% 
= +0,7% = +1,3% = +1,1% 


. SchlieBlich wurden bei 20 verschiedenen Seren gleichzeitig mit der direkten 
acidimetrischen, der Kaliumpermanganat-Titrationsmethode und auf flph. 
Wege Einzelbestimmungen vorgenommen. Dabei ergab sich fiir den Ver- 
gleich der acidimetrischen mit der Kaliumpermanganat-Methode, in allen 
Einzelwerten bezogen auf die erstere: 
e= + 0,7 mg% = 7,1% (maximal + 2,1 mg% oder + 25% und — 0,8 mg% 

oder — 8%). 
s= +0,9 mg% = 9,2%. 




















b) Vergleichsbestimmungen: 


Von insgesamt 500 fortlaufend angefallenen verschiedenen Seren 
wurden Einzelbestimmungen mit der flammenphotometrischen und 
gleichzeitig mit der chemischen acidimetrischen Methode durchgefiihrt. 


19 G. W. Clark, J. biol. Chemistry 49, 487—517 [1921]. 
20 B. Kramer u. F.F. Tisdall, J. biol. Chemistry 47, 475—481 [1921]. 
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Fir jede einzelne Bestimmung wurde die Abweichung zwischen beiden 
Methoden festgestellt, prozentual auf die acidimetrische bezogen, und 
daraus fiir alle 500 Seren die durchschnittliche (e) und die Standard- 
(quadratische) Abweichung (s) berechnet. Da von Anfang an der Ein- 
druck gewonnen wurde, da sich Unterschiede in der Abweichung bei 
den hypo- und hypercalcimischen Werten gegeniiber dem Normal- 
pbereich ergeben, wurde die ganze Serie in 3 Gruppen gegliedert: Einen 
physiologischen (9,1—11,0 mg%), einen hypo- (9,0 mg% und darunter) 
und einen hypercalcimischen (11,1 mg% und dariiber) Bereich. Die 
Daten der errechneten Abweichungen zeigt Tab. 5. Es ergibt sich: 


1. Die Abweichungen zwischen beiden Methoden sind relativ groB: 
e=+0,47mg% (4,5%) und s = + 0,63 mg% (6,0%). 

2. Die normocalcimische Gruppe zeigt die kleinste (e = + 0,39 mg% 
oder 4,3%) und die hypocalcimische Gruppe die gréBte (e = 
+ 0,47 mg% oder 6,9%) durchschnittliche Abweichung. 


Tab. 6. Abweichungen zwischen flammenphotometrisch und chemisch bestimmten 
Serum-Ca-Werten bei den 





a) 10 Seren mit héchstem Natrium-Gehalt, 





Natrium Calcium 
Abweichung vom 
Flammen- Gehalt Eich- | chemisch flammen- Abweichung von 
photometrisch lésung IT (acidim.) | photometrisch | chem. Werten 
= 322 mg% 
mg% mg% mg% mg% 


379 + 57 10,0 
366 + 44 15,0 
360 + 38 10,9 
360 + 38 11,0 
360 + 38 10,6 
360 + 38 9,6 
360 + 58 11,9 
360 + 38 13,8 
355 + 33 10,8 
354 + 32 13,9 























b) 10 Seren mit niedrigstem Natrium-Gehalt. 





— 62 
— 47 
— 30 
— 30 
— 26 
— 26 
— 22 
— 22 
— 22 
— 22 
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3. Vollige Ubereinstimmung wird bei 10,4% aller 500 Seren, bei 
13,2% der 281 normocalcimischen, bei 13,5°% der 37 hypo- und 
bei 5,5% der 182 hypercalciimischen Seren erzielt. 

. Die flammenphotometrisch gewonnenen Werte liegen zum gréBeren 
Teil niedriger als die acidimetrischen: In der Gesamtreihe bei 
55,6%, im Normalbereich bei 59,8°% und im hypocalcimischen 
Bereich bei 67,5°/, ; nur im hypercalcimischen Bereich ist die Ab. 
weichung nach oben und unten annahernd gleich. 


Ill. Vergleich der flammenphotometrischen mit der 
acidimetrischen Urin-Calciumbestimmung 


Die Fehlerbreite der angewandten acidimetrischen Methode wurde fiir Serum. 
calcium oben gezeigt. Fiir die Urin-Calciumbestimmung errechnet sich auf Grund 
eines von den Autoren angefiihrten Vergleiches mit 6 veraschten Urinen eine Ge. 
nauigkeit von e = + 0,04 mg% oder 0,6% bzw. von s = + 0,1 mg% oder 0,8%, 

Wir haben fiir 100 Calciumbestimmungen, welche an verschiedenen fort- 
laufend angefallenen Urinen gleichzeitig flammenphotometrisch und acidimetrisch 
durchgefiihrt wurden, die Fehlerbreite errechnet. Es ergibt sich eine durchschnitt- 
liche Abweichung e = + 23% mit maximalen Einzelabweichungen bis + 95% und 
— 45%, bezogen jeweils auf die acidimetrisch gefundenen Werte. Die Standard. 
abweichung in dieser Reihe betragt s = + 31%. Mit Riicksicht auf das negative 
Ergebnis wird auf die Wiedergabe der einzelnen Werte verzichtet. 


Diskussion 


Bei den aufgefiihrten Untersuchungen von Seren ergeben sich 
hinsichtlich der Fehlerbreite 2 Gruppen mit einer deutlichen Differenz: 
1. Die flph. Mehrfachbestimmung am gleichen Serum hat die 
durchschnittliche Abweichung e = + 0,lmg% oder 0,9% bei 
einer zeitlich geschlossenen MeBreihe, und e = + 0,1 mg% oder 
1,0% bei taglicher Bestimmung von je einem Serum im Rahmen 
der iibrigen Routineuntersuchungen. Die Standardabweichung 
betragt fiir diese beiden MeBreihen -+- 0,1 mg% oder 0,9% baw. 

+ 0,1 mg% oder 1,1%. 

. Die Vergleichsbestimmung der flph. mit der acidimetrischen 
Methode zeigt an verschiedenen Seren eine durchschnittliche 
Abweichung e = + 0,47 mg% oder 4,5% bzw. eine Standard- 
abweichung s = + 0,63 mg% oder 6,0%, wenn man den ganzen 
Bereich vom pathologisch niedrigen bis sehr hohen Calciumgehalt 
zusammenfaBt. Greift man den normocalcimischen Bereich 
allein heraus, welcher die niedrigste Abweichung zeigt, so ist 
e=-+0,39mg% oder 4,3% bzw. s= + 0,53 mg% oder 5,5% 
immer noch einwandfrei héher als die Abweichung der flph. Mehr- 
fachbestimmungen am gleichen Serum. Der Vergleich zwischen 
der flph. und acidimetrischen Methode an 11 gleichen Seren 
(Tab. 2) zeigt mit e = + 0,3 mg% oder 2,8% und s = + 0,3 mg% 
oder 3,3% eine Abweichung, welche eine Mittelstellung zwischen 
Gruppe 1 und 2 einnimmt; diese geringere Abweichung riihrt 
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daher, daB sie — gleiches Serum in der MeBreihe! — im Vergleich 
zur acidimetrischen Methode nur nach einer Richtung geht, und 
zwar fiir das vorliegende Serum nach unten. 

Fir einen Vergleich mit den eigenen Untersuchungen finden sich 
in der Literatur nur wenige Mitteilungen. An (a) Mehrfachbestimmungen 
am gleichen Serum errechnen folgende Autoren die Fehlerbreite: 
Kapuscinski, Moss, Zak und Boyle’ fanden bei 8 Bestimmungen 
gegeniiber einem Mittelwert aus 64 Bestimmungen von 4,93 mAquiv./l 
(=9,88mg%) eine durchschnittliche Abweichung e = + 0,046 
mAquiv./l (= 0,09 mg%), maximal + 0,07 und — 0,09 mAquiv./l 
=+0,9% (Beckman-Flammen-Spektrophotometer). Herrmann* 
errechnete ,,den relativen Fehler, d. h. den mittleren Fehler hinsichtlich 
der Vergleichbarkeit der erhaltenen Fehler untereinander einmal durch 
Mehrfachbestimmungen an einer groBen Menge Serum (Mischserum) 
und zweitens durch statistische Analyse der bei Doppelbestimmungen 
auftretenden Abweichungen“ auf im Mittel etwa -++ 2% (direktes 
Flammenphotometer). Die erstgenannten Autoren verwandten ein 
anderes Geriteprinzip und eine andere Probenvorbereitung (Ver- 
aschung); der letztgenannte Autor arbeitete dagegen mit einem ahn- 
lichen Gerat und ahnlicher Probenvorbereitung wie wir. Beriicksichtigt 
man den Geratefaktor, so ist die eigene Fehlerbreite in der Gruppe 
der Mehrfachbestimmungen am gleichen Serum kleiner. Uber die 
Errechnung der Fehlerbreite auf Grund von (b) Vergleichsbestimmungen 
mit einer anderen Methode liegen folgende Mitteilungen vor: Severing- 
haus und Ferrebee!* verglichen 12 flph. Bestimmungen von 7 ver- 
schiedenen Seren mit einer gasometrischen Methode. Sie fanden eine 
durchschnittliche Abweichung e von + 0,01 mAquiv./l (= 0,02mg%) 
= +0,2% (Standardabweichung s = + 0,4 mAquiv./I = 0,8%). Sie 
benutzten das Beckmansche Gerit nach vorhergehender EiweiB- 
fillung mit Trichloressigsiure. Die Perkin-Elmer Corporation” 
gibt fiir ihr Modell 52—C (Internal Standard-Gerat, Acetylenflamme, 
Monochromator, Photozellen, Verstirker) auf Grund von Vergleichs- 
bestimmungen mit einer titrimetrischen Methode eine Genauigkeit von 
etwa 5% an. Hiibener®, welcher 20 verschiedene Seren flammen- 
photometrisch und chemisch untersuchte, gibt hierfiir eine Standard- 
abweichung von + 0,53 mg% an; die durchschnittliche Abweichung 
errechnet sich auf + 0,44mg%. Das von ihm benutzte Geradt ent- 
spricht dem unsrigen. Die zwei erstgenannten Mitteilungen kénnen zu 
einem Vergleich mit den eigenen Ergebnissen nur insofern herangezogen 
werden, als sie zeigen, daB andere Geriateprinzipien andere Fehler- 
breiten bedingen. Die durchschnittliche Abweichung der letztgenannten 
Arbeit deckt sich mit unserer durchschnittlichen Abweichung, welche 
fiir den Vergleich von 500 Seren zu einer allerdings anderen chemischen 
Methode errechnet wurde. 

Wie ist nun die festgestellte Differenz zwischen der Fehlerbreite 
bei Mehrfachbestimmungen am gleichen Serum und bei Vergleichs- 
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bestimmungen mit einer chemischen Methode an verschiedenen Seren 
zu erkliren? Die Fehlerbreite stellt die Auswirkung der Summe aller 
Fehlerquellen einer Methode dar. Nun ist die Flammenphotometrie 
ein Verfahren, bei dem auf er den technisch-physikalischen Voraus.- 
setzungen des Gerates insbesondere die physiko-chemischen Eigen. 
schaften des Untersuchungsmaterials eine erhebliche Rolle spielen, 
Dementsprechend weist diese Methode eine Vielzahl von Fehlerquellen 
auf. Auf deren Einzelheiten soll hier nicht eingegangen werden, weder 
hinsichtlich eigener Untersuchungen noch der vielfaltigen experimentellen 
Ergebnisse anderer Autoren. Um die Komplexitat der Fehlerquellen 
des flph. Verfahrens aufzuzeigen, geniigt vielmehr eine kurze Auf. 
zahlung der wichtigsten Fehlerméglichkeiten: Schwankungen im Zer- 
staubungsgrad, PreBluft- und Gasdruck, Diisenverhaltnisse, Ansaug- 
héhe und -geschwindigkeit, Temperatur des Untersuchungsmaterials, 
spezif. Gewicht, Oberflaichenspannung und Viskositaét (Zerstéuber); 
Zuleitung des zerstéubten Materials in die Flamme; sogenannte Inter- 
ferenzen infolge spezifischer und unspezifischer Absorption einer groBen 
Reihe von Substanzen (Flamme); Filter; photoelektrische MeBvor- 
richtung. 

Aus der kurzen Ubersicht iiber die Fehlerquellen des Verfahrens 
geht hervor,-daB ein Teil durch die Art des verwendeten Gerites, ein 
anderer Teil durch die Eigenschaften des Untersuchungsmaterials im 
wesentlichen bedingt wird. Danach kann man fiir praktische Zwecke 
schlieBen : 

1. Die Summe der geritebedingten Fehlerquellen driickt sich im 
wesentlichen in der Fehlerbreite von flph. MeBreihen mit jeweils gleicher 
Zusammensetzung des Untersuchungsmaterials jeder Einzelbestimmung 
von Serum, Urin, Salzlésungen usw. aus (vgl. Tab. 1) — selbst bei 
Einzelmessungen innerhalb der Reihe zu verschiedenen Zeitpunkten 
(Tab. 2). Hieraus kann auch gefolgert werden, dag man mit Doppel- 
bestimmungen keine praktisch ins Gewicht fallende Einschrankung der 
Fehlerbreite mehr erzielen kann. _ 

2. Die variablen Faktoren, die in den wechselnden physiko- 
chemischen Eigenschaften des Untersuchungsmaterials liegen, bedingen 
iiber den reinen Geratefehler hinaus eine zusitzliche Fehlerbreite. So 
erklart sich ohne weiteres die héhere Fehlerbreite in der Gruppe der 
Vergleichsbestimmungen (Tab. 5). Die Abweichung zwischen der flph. 
und der chemischen Methode kann jedoch nicht einfach mit der tatsich- 
lichen Fehlerbreite der flph. Methode gleichgesetzt werden. Vielmehr 
setzt sich die gefundene Differenz aus den Fehlern beider Methoden 
zusammen. Die zum Vergleich verwandte chemische (acidimetrische) 
Methode hat nicht die Nachteile der Manganometrie und der Beimengung 
storenden organischen Materials und besitzt so, wie die angefihrten 
Untersuchungen zeigen, eine relativ hohe Genauigkeit. Letztere griindet 
sich jedoch auch auf eine Mehrfachbestimmung an gleichem Serum 
bzw. Salzlésungen. Da aber ohne Zweifel die flph. Methode den physikc- 
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chemischen Eigenschaften von komplexem Untersuchungsmaterial in 
weit hdherem Grade unterworfen ist als die verwendete chemische, ist 
man berechtigt, den gr6Beren Teil der festgestellten Abweichung zwischen 
beiden Verfahren zu Lasten der flph. Methode zu buchen. Fiir eine 
weitere Differenzierung der tatsachlichen Fehlerbreite der flph. Methode 
kann auch die Verwendung eines internal standard nicht als zuverlassige 
MaBnahme gewertet werden, da das internal standard-Element zum 
Teil anderen Schwankungen unterworfen ist als das unbekannte”!. 
Zieht man die durchschnittliche oder Standard-Abweichung der chemi- 
schen (acidimetrischen) Methode von den entsprechenden Werten der 
flph. Vergleichsbestimmungen ab, so bleibt die genannte Differenz 
immer noch eindeutig bestehen. Die nach den Abweichungen zur 
Vergleichsmethode (Tab. 5) ermittelte kommt damit der tatsachlichen 
Fehlerbreite der flph. Methode in der routinemaBigen Praxis der Serum- 
calciumbestimmung — bei welcher nicht gleiche, sondern verschiedene 
Seren untersucht werden — niher als die auf Grund von Mehrfach- 
bestimmungen am gleichen Serum errechnete Fehlerbreite. 

DaB ein so komplexes Substrat wie Blutserum — oder in ver- 
mehrtem MaBe Urin (vgl. weiter unten) — mit seiner vielfach schon im 
Rahmen der physiologischen Schwankungsbreite und erst recht bei 
pathologischen Verinderungen wechselnden Zusammensetzung eine 
wechselnde flammenphotometrische Fehlerbreite zeigt, ist nach der 
kurzen Aufzihlung der Fehlerquellen verstindlich. Zu ihrem Ausgleich 
sind viele Vorschlige gemacht worden. Wie wenig — um nur einen 
Punkt herauszugreifen — dabei solche Vorschlage in der Praxis von 
Bedeutung sein kénnen, die auf Grund von Untersuchungen an dem 
flammenphotometrisch gesehen einfachen Substrat von anorganischen 
Salzlésungen durchgefiihrt wurden und das Verfahren oft erheblich 
komplizieren, soll am Beispiel der Beeinflussung der Serumcalcium- 
bestimmung durch einen verschiedenen Serumnatriumgehalt gezeigt 
werden. Das im beniitzten Gerit verwendete Calciumfilter 1laBt 
Natriumlicht in geringem Grade durch. So kénnen die Ablesungen 
fir Calcium durch einen verinderlichen Natriumgehalt verindert 
werden. Deshalb wurde fiir das gleiche Gerit empfohlen® '®, zunachst 
das Serumnatrium flammenphotometrisch zu bestimmen und dann 
an Hand einer Parameter-Eichkurve mit Standardkurven fiir Calcium 
bei verschiedenem Natriumgehalt den Calciumwert abzulesen. Da wir 
beobachtet haben, daB selbst bei sehr hohen Serumnatriumwerten die 
flph. Serum-Calciumwerte niedriger lagen als die acidimetrischen oder 
umgekehrt — die Tabellen 6a und 6b zeigen dies —, sahen wir von 
diesem Verfahren ab. 

Gegeniiber dem Blutserum hat Urin eine auch in den Grenzen 
der physiologischen Schwankungsbreite viel gréBere Variabilitat in der 


*1 Vgl. P. T. Gilbert jr., R.C. Hawes u. A.O. Beckman, Analyt. Chem. 
22, 772—780 [1950]. 
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Zusammensetzung und damit in den Fehlerquellen fiir die flph. Be. 
stimmung von Calcium. Dies geht eindeutig aus der Fehlerbreite her. 
vor, welche wir fiir eine Reihe von 100 Vergleichsbestimmungen an 
verschiedenen Urinen errechneten. Die Abweichung e= + 23% 
(s = + 31%) ist mit maximalen Abweichungen von + 95% und —45% 
zu groB, um die Methode auch nur einigermafen brauchbare Ergebnisse 
liefern zu lassen, selbst wenn man an die Urin-Calcium-Bestimmung 
nicht so hohe Anspriiche stellt, wie an die Bestimmung von Serum. 
Auch in der Urinreihe laBt sich analog zu den Verhialtnissen bei der 
Serumbestimmung zeigen, daB der Ausgleich der Veranderlichkeit 
eines einzigen Faktors wie des Natriumgehaltes nicht von ausschlag. 
gebender Bedeutung fiir die Genauigkeit ist, wenngleich bei Urin der 
Natriumgehalt iiber einen viel gréBeren Bereich als beim Serum schwankt 
Es muB also festgestellt werden, da die flph. Methode in der vor. 
liegenden Form bzw. mit dem vorliegenden Gerat fiir die Urin-Calcium. 
bestimmung nicht brauchbar ist. 

Aus dem Dargelegten ergibt sich, da fiir die praktische Anwendung 
des Verfahrens insbesondere zur Calciumbestimmung diejenige Fehler. 
breite maBgebend ist, welche aus der gesamten Komplexitat der Ver. 
haltnisse des Untersuchungsmaterials und des Gerates resultiert. Ein 
einfaches und in jeder Hinsicht geeignetes Kriterium gibt es hierfir 
nicht. Vielmehr miissen zur Beurteilung der Methode verschiedene 
Wege beschritten werden. Die Mehrfachbestimmung an Salzlésungen 
scheidet aus. Die Mehrfachbestimmungen am gleichen Serum ergeben 
fiir die Anwendung der Methode an verschiedenen Seren eine viel zu 
niedrige Fehlerbreite. Der Vergleich mit einer zuverlassigen chemischen 
Methode léBt zwar die Fehlerbreite der Vergleichsmethode nicht aus- 
schalten, kommt aber den praktischen Bedingungen am niachsten. Die 
Abweichungen zu der von uns verwendeten acidimetrischen Vergleichs- 
methode sind mit e = + 4,5% fiir den Gesamtbereich der beim Menschen 
vorkommenden Serum-Calciumwerte noch kleiner als die durchschnitt- 
liche Abweichung, die wir fiir die benutzte flph. Methode gegeniiber 
der meist routinemaBig verwendeten Kaliumpermanganat-Titrations- 
methode festgestellt haben. Fiir die Frage nach der klinischen Brauch- 
barkeit einer Methode zur Serum-Calciumbestimmung ist mit Riicksicht 
auf den relativ kleinen Normalbereich von rund 5,0 + 0,5 mAquiv./I 


(rund 10 + 1 mg%) und im Hinblick auf die Art der klinischen Frage- | 


stellung — Serum-Calcium normal, erniedrigt oder erhoht ? — wesent- 
lich, ob der Normalbereich richtig erfaBt wird. Es wurden deshalb 300 
(davon 281 aus dem Material der Tab. 5 + 19 folgende) mit der chemi- 
schen acidimetrischen Methode normale Serum-Calciumwerte mittels 
eines Verteilungsdiagramms den bei den gleichen Seren ermittelten 
flph. Werten gegeniibergestellt (Abb. 1). Bei diesen 300 acidimetrischen 
Werten ergibt sich keine Normalverteilung, sondern eine ,,Rechts- 
verschiebung“ nach der hochnormalen Seite hin, weil eine Reihe von 
Werten aus absteigenden intravenésen Calciumbelastungskurven mit- 
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verwendet sind. Die Verteilung der entsprechenden flph. Werte zeigt, 
daB 87,3% in den normalen, 6,7% in den hypo- und 6% in den hyper- 
calcimischen Bereich fallen; weiterhin da8 die flph. Bestimmungen 
eine deutliche Tendenz zu niedrigeren Werten gegeniiber der chemischen 
Methode haben. Die Diagramme beleuchten das Vergleichsergebnis 
praktischer als die rein zahlenmaBige Erfassung der Abweichungen. 
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60 mAguiv/t 
12 mg % 
Abb. 1. Verteilung von 300 Serum-Calcium-Werten. 


Das Ergebnis der vorliegenden Untersuchungen iiber die flph. 
Serum-Calciumbestimmung kann nicht ohne weiteres auf die Be- 
stimmung des Kalium- und Natriumgehaltes im Serum mit dem gleichen 
Geriit tibertragen werden. Fiir die flph. Kalium- und Natriumbestim- 
mung liegen die Verhiltnisse giinstiger; hieriiber wird an anderer Stelle 
berichtet22, Denn einmal sind die physiologischen Normalbereiche 
dieser beiden Elektrolyte wesentlich gréBer und andererseits ihre mit 
dem vorliegenden Geritetyp meBbare Emissionsintensitat. Bei der 
flph. Serum-Calciumbestimmung stehen jedoch den héheren An- 
forderungen an die Genauigkeit infolge des kleineren Normalbereiches 
gréBere technische Schwierigkeiten, vor allem wegen der kleineren 

2 H.-U. Riethmiiller, Flammenphotometrische Bestimmung des Kalium- 
und Natrium-Gehaltes im menschlichen Blutserum: Auswertung von je 1000 
Bestimmungen in verschiedenen Seren und Vergleich mit der Literatur. 
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meBbaren Emissionsintensitét gegeniiber. Nach den eigenen Unter. 
suchungsergebnissen liegt die Fehlerbreite hierfiir in einer GréBen. 
ordnung, welche die Frage nach der Brauchbarkeit fiir klinische und 
insbesondere experimentelle Zwecke viel ungiinstiger gestalten als dies 
aus anderen Mitteilungen hervorgeht, die iiber Untersuchungen mit 
dem gleichen Gerit berichten. Aus den eigenen Ergebnissen der vor. 
liegenden Untersuchungen mu8 vielmehr geschlossen werden, daB das 
benutzte Flammenphotometer bzw. Verfahren fiir die Serum-Calcium. 
bestimmung nur beschrankt verwendungsfahig ist. 

Fiir die Durchfiihrung der Serum-Calciumbestimmungen mit der Kalium. 
permanganat-Methode sowie fiir beratende Unterstiitzung sind wir Herrn Dr. Ing, 


Hillmann, Leiter der Chemischen Abteilung der Medizinischen Universitatsklinik 
Tiibingen, zu Dank verbunden. 


Zusammenfassung 


Es wurde die Fehlerbreite der flammenphotometrischen Serum. 
Calciumbestimmung im routinemaBigen Gebrauch des direkten Flammen- 
photometers ZeiB Modell III bestimmt. 

Die Reproduzierbarkeit der flph. Mehrfachbestimmung von 30 
gleichen Seren ergibt die durchschnittliche Abweichung e=-+-0,05 m 
Aquiv./l (+ 0,1 mg%) = + 0,9% und die Standardabweichung mit 
gleichen Werten. Die so gewonnene Abweichung ist die Resultante der 
Instrumenten: und Handhabungsfehler. 

Bei Vergleichsbestimmungen von 500 verschiedenen Seren mit 
einer zuverlissigen direkten acidimetrischen Titrationsmethode er. 
gibt sich fiir das flph. Verfahren die durchschnittliche Abweichung 
e = + 0,23 mAquiv./l (+ 0,47 mg%) = + 4,5% und die Standard. 
abweichung s = -++ 0,3 mAquiv./l (+ 0,6 mg%) = 6%. Die geringste 
Abweichung findet sich im normocalcimischen (e = + 4,3% baw. 
s = + 5,5%) und die groéBte im hypocalcimischen Bereich (e = + 6,9% 
bzw. s = + 8,9%). Diese Werte ergeben sich infolge der wechselnden 
Bedingungen des komplexen Untersuchungssubstrats. 

Von 300 verschiedenen Seren, die mit der acidimetrischen Methode 
normale Werte zeigen, fallen, flammenphotometrisch bestimmt, 12,7°% 
aus dem Normalbereich heraus (6,7°% darunter und 6,0% dariiber). 

Das benutzte Gerit bzw. Verfahren ist zur Serum-Calcium-Bestim- 
mung nur beschrankt verwendungsfihig. Zur Bestimmung des Urin- 
calciums ist die angewandte Methode nicht brauchbar. 

Die relativ wenigen Mitteilungen aus der Literatur iiber die Fehler- 
breite bei der Calcium-Bestimmung im Serum bzw. Plasma mit gleichen 
und anderen flammenphotometrischen Geriten werden aufgefiihrt. 

Es wird betont, daB die praktische Fehlerbreite der flammen- 
photometrischen Methode fiir die Serum-Calciumbestimmung nicht an 
anorganischen Salzlésungen oder gleichen Seren gewonnen werden 
kann, sondern die gesamte Komplexitit der physiko-chemischen Eigen- 
schaften des biologischen Substrats erfassen muB. 
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Untersuchungen zum Reaktionsmechanismus des Weltmannschen 
Koagulationsbandes und der Antigen-Antikérper-Reaktion 


Von 
H. G. Klingenberg 


Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Graz. Vorstand: Prof. Dr. R. Rigler 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. April 1953) 


In friiheren Untersuchungen! konnte »experimentell nachgewiesen 
werden, daB der Ausfall des Weltmannschen Koagulationsbandes (WK) 
durch Zusatz negativ geladener, nichteiweiBartiger, mit Proteinen zur 
Reaktion befahigter Substanzen verkiirzt, also die Hitzestabilitat er- 
hoéht, durch Vermehrung positiv geladener Stoffe, wie basische Eiweib- 
stoffe, verlangert (die Hitzestabilitat verringert) wird. Aber auch basische 
Farbstoffe wie z. B. Trypaflavin setzen die Hitzestabilitaét des Serums 
herab und kénnen an Stelle des Calciums verwendet werden”. Der Ein- 
tritt der Hitzekoagulatoin im Serum bei Gegenwart bestimmter Calcium- 
oder Trypaflavinmengen zeigt also letztlich an, wie labil das untersuchte 
Serum an sich ist und welche weiteren Mengen labilisierender Substanzen 
zugesetzt werden miissen, um die Flockung zu erméglichen. Auch andere 
Autoren’ haben beobachtet, daB negative Stoffe die Hitzestabilitat eines 
Serums erhdhen. Die bisherigen experimentellen Befunde legen die An- 
nahme nahe, da die Hitzestabilitét des Serums durch das Verhiltnis 
negativer zu positiven Substanzen bestimmt ist. Die Berechtigung zu 
dieser Annahme wurde noch dadurch gestiitzt, daB es gelang, ein durch 
Protaminzusatz kiinstlich verlingertes WK durch Heparin wieder zu 
verkiirzen. Absolute Mengen diirften somit keine Rolle spielen. Es kann 
demzufolge die Arbeitshypothese aufgestellt werden: Der Ausfall 
des WK ist durch das Verhaltnis positiver zu negativen 
Gruppen im untersuchten System bedingt. 


Ehe auf diese Uberlegungen weiter eingegangen wird, soll auf einen 
anderen Umstand aufmerksam gemacht werden. Die eben erwahnten 
Experimente ergaben eindeutig, daB der Zusatz»positiv geladener Stoffe 
zum Serum dieses so veranderte, als ob eine Zunahme der y-Globuline 
eingetreten wire. Diese Vermehrung erfolgte zum Teil auf Kosten der 
Albumine. Derartige Verschiebungen innerhalb der quantitativen Be- 
ziehungen der Serumproteine sind aus der Pathologie wohlbekannt. 
Immer gehen Steigerungen einer Globulinfraktion mit Verminderung der 
Albumine einher. Vermehrte y-Globulinbildung tritt neben verschiede- 


1H. G. Klingenberg und E. Moro, Klin. Wschr. 30, 227 [1952]; Z. ges. 
exp. Med. 119, 498 [1952]. 

2-H. G. Klingenberg u. E. Moro, Wien. Z. inn. Med. 88, 392 [1952]. 

3 C, Huggins et al., J. Amer. med. Assoc. 143, 11 [1950]; Cancer Res. 9, 
177 [1949]; J. biol. chemistry 185, 411 [1950]; H. Bergstermann, Klin. Wschr. 
30, 392 [1952]. 
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nen anderen Ursachen auch dann auf, wenn sich im Organismus Abwehr. 
vorgange abspielen, deren spezifische Form wir in den Immunisierungs. 
prozessen erblicken. In den vorhin erwaihnten Versuchen konnte durch 
das dem Serum zugesetzte Protamin natiirlich kein y-Globulin iiblicher 
chemischer Konstitution entstehen, wohl aber ein Protein, das in physiko. 
chemischer Hinsicht dem y-Globulin ahnlich ist. Dies gilt vor allem im 
Hinblick auf die Ladung und Léslichkeit. Es liegen also Stoffe vor, die 
weniger léslich und weniger negativ geladen sind. Die Tatsache, daf die 
Serumproteine, die bei Abwehrvorgingen, sowohl bei spezifischen wie bei 
unspezifischen, vorwiegend der Gruppe der y-Globuline oder denen nahe. 
stehenden Proteinen der f-Fraktion angehdren, niemals jedoch in der 
Albumin- oder «-Globulinfraktion zu finden sind, ergab einen bemer- 
kenswerten Hinweis auf ahnliche antagonistische Verhialtnisse, wie sie 
beim WK gefunden worden waren. 


Die sich an diese Tatsachen kniipfenden Uberlegungen gaben den AnlaB zu 
Experimenten, die sich mit der Frage beschaftigten, inwieweit gerade die mehr 
positive Ladungseigenschaft des Antikérpers fiir das Zustandekommen der Antigen. 
Antikérper-Reaktion (AAR) maBgeblich ist. Die entsprechenden Versuche, iiber 
die an anderer Stelle berichtet ist*, ergaben mit ziemlicher Wahrscheinlichkeit, daB 
die fiir die AAR verantwortlichen Gruppen des Antikérpers positiv geladen sind 
und die des Antigens negativ. Hiermit wiirde sich auch gut erklaren, warum ba. 
sische Proteine nicht antigen sind, und andererseits geeignet sind, wie im Experi- 
ment gezeigt werden konnte, anaphylaktische Reaktionen zu verhindern, wenn jene 
vor der Injektion des Antigens diesem zugesetzt werden. Beziiglich weiterer Ver. 
suche, die in derselben Richtung sprechen, sei auf die zitierte Arbeit verwiesen, 


Bei der groBen Ahnlichkeit des WK und der Prizipitinreaktion, auf 
die bereits hingewiesen wurde’, soll nun festgestellt werden, ob es sich 
nur um eine Ahnlichkeit der Phinomene oder um analoge Gesetzmiikig- 
keiten handelt. Auf Grund der bisher gewonnenen Ergebnisse und der 
daraus moéglichen SchluBfolgerung soll auch fiir diesen Fall die Ar beits- 
hypothese lauten: Der Ausfall der Prazipitinreaktion ist durch 
das Verhialtnis positiver zu negativen Gruppen im unter- 
suchten System bestimmt. 


Die nachfolgenden Versuche sollen iiber die Berechtigung der ge- 
troffenen Annahme entscheiden. 


Experimenteller Teil 


An Serum, dessen quantitative Proteinzusammensetzung durch die Elektro- 
phorese nach Grassmann und Hannig® ermittelt worden war, wurde das WK 
in der iiblichen Anordnung und auch in einer inversen untersucht. Bei letztgenannter 
wurde das Calcium konstant gehalten und der Serumgehalt der Proben variiert. 
Das iibliche Verfahren wird als 6-WK, das inverse als «-WK bezeichnet. Die Cal- 
ciummenge betrug beim a-WK 0,18 mg, entspr. 1,0 ml einer 0,5-proz. Calcium. 
chloridlésung. Die Serummenge fiel beginnend mit 1,0 ml von Réhrchen zu Réhr- 
chen um jeweils die Halfte. Das Gesamtvolumen der Versuchsansatze betrug 5,0 ml. 


4 H. G. Klingenberg, Z. ges. exp. Med. 1953, im Druck. ‘ 
5 W. Grassmann und K. Hannig, diese Z. 290, 1 [1952]. 
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Tab. 1. Beziehung zwischen der Proteinzusammensetzung des Serums und dem 
p-WK (Serum konstant, Calcium variabel) bzw. «-WK (Serum variabel, Calcium 
konstant). 





norm. WK 


kurz. WK 


Serum 


8% 


8% 





Albumine 
ay 


a 
B 
Y 
Gesamtprotein 


Globuline 





4,95 
0,25 
0,37 
0,62 
1,55 


7,74 








1,34 
0,19 
1,63 
0,43 
1,27 


5,86 











Flockung 





Rohr- 
chen Nr. 
mg Cal- 


cium 


B-WK 


0,90 — 0,45 


7—10 


0,36 — 0,09 


0,90 —0,81 


3—10 


0,72 —0,09 


0,90 —0,27 


0,18 —0,09 





Rohr- 
chen Nr. 


ml Serum 


8—7 6—1 9 8—1 8—6 
2-7—2-6| 2-5-1 mae 2-7-1 | 2-7—2°5 1 


Es wurde untersucht, in welcher Weise der Zusatz eines negativ geladenen 
Stoffes den Ausfall der f-Prazipitinreaktion (Antigen konstant, Antiserum vari- 
abel)® beeinfluBt. Als Versuchsmaterial diente Anti-Rinderserum eines Kaninchens. 
Die elektropohoretische Analyse ergab: 

Albumin 2,91 2% B-Glob. 0,51 2% 
a-Glob. 0,74 g% y-Glob. 2,14 g% 

Das als Antigen verwendete Rinderserum hatte einen EiweiBgehalt von7,50g°%, 
die im Versuch gebrauchte Eosinlésung enthielt 2,5 g Eosin in 100 ml 0,9-proz. 
Natriumchloridlésung. Die Ansatze wurden nach Fertigstellung 10 min bei 3500 
U/min zentrifugiert und das Ergebnis danach abgelesen. Das Reaktionsvolumen 
belief sich immer auf 2,0 ml. Alle Reaktionen, auch die weiter unten folgenden 
wurden bei 20° ausgefiihrt. Die Tab. 2 und 3 zeigen die Ergebnisse. 


Tab. 2. 
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Prazpitinreaktion, f-Verfahren (Antiserum variabel, Antigen konstant) 
ohne und in Gegenwart von Eosin. 





0 
0,1 


ml Antiserum 
ml Antigen 
Flockung 


Flockung bei Gegenwart von 25 mg 
Eosin. 


0,4 
0,1 
ae 


0,3 
0,1 
ao 


0,2 
0,1 


ol. 


0,1 
0,1 


Tab. 3. Prazipitinreaktion bei konstantem Antiserum-Antigen-Verhaltnis und 
variablen Eosinmengen. 
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nae, C Ramon, C. R. Séances Soc. Biol. Filiales Associées 86, 711 [1922]. 
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Im folgenden Versuch wurde ein Anti-Ovalbuminserum vom Kaninchen nach 
dem «-(Antiserum konstant, Antigen variabel)’ und #-Verfahren der Prazipitin. 
reaktion gepriift. Das benutzte Antiserum war ein Mischserum von 5 sensibilisierten 
Tieren von nachstehender Zusammensetzung: 

Albumin 3,62 2% B-Glob. 0,70 2% 

a,-Glob. 0,51 2% y-Glob. 1,43 2% 

%-Glob. 0,16 2% 
Die Priifung nach dem «-Verfahren erfolgte in konstantem Reaktionsvolumen von 
1,1 ml. Die Antigenmenge fiel von Réhrchen zu Réhrchen um jeweils die Hilfte; 
die Antiserummenge betrug 0,1 ml. Das Ergebnis zeigt Tab. 4. 


Tab. 4. Prazipitinreaktion, o-Verfahren (Antiserum konstant, Antigen variabel), 





ml Antiserum {0,1 |0,1 |0,1 |0,1 |0,1 |0,1 0,1 |0,1 }0,1 |0,1 | 0,1 | 0,1 | 0,1 | 0,1 | 0,1 


ml 1-proz. 


Ovalbumin | 2°|2-1/2-2/2-3/2-4/2-5/ 2-6) 2-7/2-8/ 2-92-10 2-42 12-38 12-1 


bo 
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Das f-Verfahren wurde mit verschiedenen Antigenmengen ausgefiihrt. Das 
Reaktionsvolumen betrug wieder 1,1 ml, die Antiserummenge maximal 1,0 ml. 
Tab. 5 enthalt die Angabe der Serumverdiinnung im letzten flockenden Roéhrchen 
bei der entsprechenden Antigenmenge. 


Tab. 5. Prizipitinreaktion, 6-Verfahren (Antiserum variabel, Antigen konstant). 
Abhangigkeit der Flockungsgrenze (Antiserumverdiinnung) von der jeweils ge- 
wahlten Antigenmenge. 





mg Ovalbumin pro ml 
Flockung bis zur Antiserumver- 


Diskussion der Ergebnisse 


Zunachst 1éBt sich in bezug auf beide Reaktionen, das WK und 
die Prazipitin-Reaktion (PR), folgendes Gemeinsame aus den erhaltenen 
Resultaten feststellen: Bei beiden Reaktionen kann man das Auftreten 
einer vorderen Hemmungszone beobachten, und zwar bei der «-PR und 
bei dem wegen dieser Analogie so bezeichneten «-WK. Ein weiterer 
Punkt der Ubereinstimmung ist der, daB sich die 6-PR in Gegenwart 
von Eosin genau so verhalt, wie das von friiheren Untersuchungen her 
fiir das B-WK bekannt ist. Auch hier tritt durch Zufuhr eines negativen 
Stoffes eine Behinderung der Prizipitation ein. Diese Befunde sagen aber 
zunichst noch nicht aus, ob die friiher aufgestellte Hypothese zu Recht 
besteht, da8 sowohl der Eintritt der Flockung beim WK wie bei der PR 
vom Verhiltnis positiver zu negativen Stoffen abhangig ist. Es ist jetzt 
vor allem zu untersuchen, ob, und wenn iiberhaupt, inwieweit die ge- 
machte Annahme mit den Experimenten in Einklang zu bringen ist. 
Zunichst soll die Betrachtung der Verhiltnisse beim 


7 H.R. Dean und R. A. Webb, J. Pathol. Bacteriology 29, 473 [1926]. 
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Weltmannschen Koagulationsband 


erfolgen. Elektrophoretische Untersuchungen an Sera, die durch einige 
Zeit auf 65° erhitzt worden waren, zeigten einen groBen Gipfel zwischen 
der Albumin- und der y-Globulinzacke bei gleichzeitiger Verminderung 
der genannten Proteinfraktionen’. Dieses neu aufgetretene Feld wird von 
einer oder mehreren neuen Komponenten eingenommen, die durch Reak- 
tionen der Serumproteine untereinander bei der Einwirkung der Tempe- 
ratur entstanden sind. Es ist nun sehr wahrscheinlich, daB sich in dieser 
Zacke nicht nur das Reaktionsprodukt aus Albumin und y-Globulin 
verbirgt, sondern daf auch andere Komponenten wie die «- und £-Glo- 
buline an diesen Reaktionen beteiligt sind. Gerade diese Globuline sind 
bei weiterer Temperatursteigerung dafiir entscheidend, ob das aus allen 
SerumeiweiBk6rpern entstandene Reaktionsprodukt zur Flockung neigt 
oder nicht. Die prosthetischen Gruppen dieser Proteide, die wie friihere 
Versuche gezeigt haben, auch durch andere negative Stoffe ersetzt wer- 
den kénnen, verleihen einem hitzedenaturierten Protein lésliche Eigen- 
schaften. Beim Ovalbumin® konnte beobachtet werden, daB die Léslich- 
keit einer erhitzten, durch Eosin stabilisierten Eiwei8lésung wieder 
schwindet, wenn man dem Versuchsansatz z. B. ein basischés Protein zu- 
setzt. Hieraus geht hervor, daB nicht der absolute Gehalt, sondern das 
Verhiltnis der léslichkeitssteigernden zu den léslichkeitsmindernden 
Stoffen im System maBgeblich ist. Auf die entsprechenden Befunde von 
Wuhrmann und Wunderly”® sei hier verwiesen. Fiir das Léslich- 
keitsverhalten des Reaktionsproduktes im erhitzten Serum wird daher 
in erster Linie das Verhaltnis von «- und £-Globulin einerseits zu den 
y-Globulinen andererseits verantwortlich sein. Beim WK kommt als 
weiterer labilisierender Faktor das Calcium hinzu, welches als ‘positiver 
Stoff gleichsinnig mit dem y-Globulin wirkt. Aus dieser Betrachtung 
wire demnach der SchluB zu ziehen, daB das Léslichkeitsverhalten des 
Serums beim WK durch folgendes Verhaltnis bedingt wird: 
Ca+y 
(+B) 

Das Albumin tritt in dieser Beziehung nicht auf, da das Endprodukt 
nach der Hitzeeinwirkung auf die Serumproteine aus allen Komponenten 
zusammengesetzt ist, besteht also aus Albumin, «-, B-, y-Globulin und 
Calcium. Das an sich koagulierbare Albumin wird durch das «- und f- 
Globulin an der Flockung gehindert, durch das y-Globulin hingegen ge- 
fordert. Man kann sich vorstellen, daB das Albumin zwischen «- und f- 
Globulin einerseits und y-Globulin andererseits aufgeteilt wird. Der 
»Verteilerschliissel“’ bei Hitzeeinwirkung ist fiir jedes Serum durch die 
diesem eigene Zusammensetzung von vornherein gegeben und somit un- 


8 J. van der Scheer, R. W. G. Wyckoff und F. Clarke, J. Immunology 40, 
39 [1941]. 
® H. G. Klingenberg, diese Z. 291, 16 [1952]. 
10 F, Wuhrmann und Ch. Wunderly, Die Bluteiwei8kérper des Menschen, 
2, Aufl. Basel 1952. 
5* 
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abhangig davon, in welcher Konzentration das Serum beim Versuch vor. 
liegt. Es existieren also nach der Hitzeeinwirkung im Endprodukt die 
Anteile (Alb «), (Alb 8) und (Alb y). Beim WK kommt als Variable noch 
das Calcium hinzu, und damit tritt die Komponente (Alb Ca) auf. Die 
Flockungsneigung wird demnach von dem Verhaltnis 

Alb y + AlbCa _ 

Alba+ Albp 
abhangen. 

Die eben gegebene Darstellung ist willkiirlich und soll nur der An. 

schaulichkeit dienen; man kann auch jede andere Serumproteinkompo. 
nente zum Ausgangspunkt der Betrachtung wahlen. 
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Aus den diesbeziiglichen Versuchen geht eine derartige Beziehung 
scheinbar nicht hervor, wenn man das Verhalten desselben Serums beim 
«- und 6-WK ins Auge faBt. Man bekommt den Eindruck, daB das je- 
weilige Verhaltnis von Calcium/Serum fiir den Flockungsbeginn von Be- 
deutung ist, was aber mit jeder Erfahrung auf diesem Gebiet im Wider- 
spruch steht. Die Situation klart sich sogleich, wenn man nicht ein und 
dasselbe sondern verschiedene Sera auf die Giiltigkeit der Beziehung 
Ca + y/« + 6 untersucht. In Abb. 1 ist der Wert fiir Qaus den Daten der 
Elektrophorese und der Calciummenge, die beim 6-WK den Flockungs- 
beginn verursachte, berechnet worden und gegen die Calciummenge 
am Flockungspunkt aufgetragen. Alle Werte sind in absoluten Mengen 
(mg) gerechnet. ‘ 

Man erkennt eine lineare Beziehung zwischen Q und der zur Flok- 
kung notwendigen Calciummenge, die der Gleichung 

Ca+y 
= +B =a—bCa (1) 

folgt. Die Streuung betrigt 0,09 mg Calcium, entspr. einem Weltmann- 
Roéhrchen. In Anbetracht der nicht sehr groBen Zahl der eingetragenen 
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Punkte kénnen die Konstanten der Gleichung zunachst nur anniahe- 
rungsweise ermittelt werden. Es ergibt sich fiir a = 2,29 und fiir b = 1,66. 
Demnach tritt die Flockung dann ein, wenn die Gleichung die Bedingung 
Ca+y 
1,66 Ca + oe di 2,29 (2) 
erfiillt. 

Dies wird deutlich, wenn man den Wert der Gleichung 
Cat+y_ 
atBp 
fir das «- und B-WK verschiedener Sera ausrechnet. In Tab. 6 sind 
diese Werte fiir die drei friiher erwihnten Sera (s. Tab. 1), ein normales, 
eines mit verkiirztem und eines mit verlangertem WK eingetragen. 


1,66 Ca + x 


Tab. 6. 
a-WK (Calcium konst., Serum in geometrisch fallender Konz.) und 6-WK (Original- 


methode nach Weltmann) berechnet nach 1,66 Ca + _ = 4 


der Tab. 1. Fettgedruckte Zahlen: Flockung im betreffenden Réhrchen. 


= 2 aus den Daten 





Serum normales WK kurzes WK langes WK 
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Nr. 
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8,47 0,86 
3,25 0,87 1,96 
3,08 0,88 1,98 
2,80 0,92 2,03 
2,58 0,99 2,10 
2.36 1,12 2,24 
2,14 1,37 2.57 
1,92 1,89 3,09 
1,70 2,85 
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Man sieht, wie bei Uberschreitung eines Wertes von 2,2 alle Sera 
in beiden Versuchsanordnungen flocken. Mit fallender Calciummenge 
beim 6-WK und wachsender Serummenge beim «-WK nihern sich die 
Werte dem Verhaltnis 

y |(a+ B) 

Dieser Wert gibt den Grad der Labilitaét des Serums wieder. Je 
groBer er ist, um so héher ist auch die Labilitaét, um so weniger Calcium 
ist zur Flockung notwendig, vorausgesetzt, daB man sich auf die gleiche 
Gesamtglobulinkonzentration bezieht. DaB zwischen dieser und dem 
Calcium ebenfalls eine Beziehung besteht, driickt sich bereits in der in 
impliziter Form vorliegenden Gl. (1) aus. 

Auch die Differenz y — (« + £) beinhaltet eine Aussage, wenn man 
sich erinnert, da8 die Proteidnatur der «- und £-Globuline (vor allem der 
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«-Globuline) durch Substanzen von saurem Charakter bedingt ist, wih. 
rend das y-Globulin, welches den héchsten isoelektrischen Punkt aller 
Serumproteine aufweist und gerade auf Grund seines positiven Ladungs. 
anteiles an der Reaktion teilnimmt, nur minimale Mengen derartiger 
prosthetischer Gruppen enthalt. Die genannte Differenz ergibt ein an. 
niherndes MaB des potentiellen, negativen Ladungsiiberschusses im 
Serum; potentiell deshalb, weil freie prosthetische Gruppen nur in klein. 
sten Mengen vorkommen diirften. Bei Betrachtungen der Wechselwir. 
kungen zwischen Blut und Gewebe wird diese GréBe evtl. zu beriick. 
sichtigen sein!. 

Es sei nebenbei erwaihnt, da8 die Bedingung der Gl. (2) von Sera, die einen 
excessiv hohen «- und zugleich sehr niedrigen y-Globulingehalt aufweisen, das 
sind vor allem Sera von Nephrotikern, scheinbar nicht erfiillt wird. Die Berech. 
nung ergibt statt des zu erwartenden Wertes von 2,2 bis 2,3 einen deutlich niedri. 
geren. Diese Divergenz lést sich, wenn man bestimmte Anteile der $-Globulin. 
fraktion in derartigen Fallen nicht ausschlieBlich als negativ, sondern auch als 
positiv geladenen Reaktionspartner betrachtet. Ein solches Vorgehen geniigt nicht 
nur einem formalen Gesichtspunkt, sondern ergibt sich sachlich aus der funktio. 
nellen Stellung des f-Globulins. Dieses verhalt sich dem «-Globulin gegeniiber 
positiv, dem y-Globulin gegeniiber negativ, was aus der Ampholytnatur der Pro. 
teine verstandlich ist. Diese nur scheinbare Ausnahme andert nichts an den bis. 
herigen SchluBfolgerungen und darf, um die Diskussion nicht unnétig zu kompii- 
zieren, vorerst iibergangen werden. Eine genauere Darstellung dieser hier nur an- 
gedeuteten Verhiltnisse erfolgt demnachst gesondert. 

Die Befunde, die bei Cer Untersuchung cer 

Prazipitin-Reaktion 


erhoben wurden, sind einer analogen Betrachtung zuginglich. Beim WK 
ergab sich, daB der Ausfall der Reaktion im jeweiligen Serum a priori 
durch das Verhiltnis y/(« + £) festgelegt ist. Das zugefiigte Calcium kann 
das Serum nur im Sinne zunehmender Labilitit beeinflussen. Ebenso 
kann z. B. eine Ovalbuminlésung, die mit steigenden Mengen eines das 
Ovalbumin spezifisch fallenden Agens, in diesem Falle also dem Anti- 
kérper, nur in Richtung steigender Labilitat gelenkt werden. Ob sich 
die LabilitétserhGhung auch im Auftreten cines Niederschlags mani- 
festiert, hingt von Faktoren ab, die der Labilitaét entgegenwirken kénnen. 
Diese sind: Erstens das Ovalbumin selbst, soweit es bei der Reaktion 
mit dem Antikérper nicht verbraucht wird und zweitens die iibrigen 
Serumproteine, die eine Schutzkolloidfunktion ausiiben kénnen. In 
diese zweite Gruppe fallen wieder die «- und £-Globuline und bei der 
PR auch das Albumin. Die y-Globuline, unter denen sich auch der Anti- 
korper befindet, tragen zur Stabilisierung praktisch nichts bei, sondern 
k6énnen sogar wie die sog. low-grade antibodies oder unvollstindigen 
Antik6rper!! mit ausgefallt werden. Man kann aus diesem Grunde samt- 
liche y-Globuline einschlieBlich des Antikérpers unter einer GréBe zu- 
sammenfassen, die wieder als y bezeichnet werden soll. Die Semme von 


11 M. Heidelberger und F. E. Kendall, J. exp. Med. 61, 559; 62, 697 [1935]; 
F. Haurowitz, Fortschritte der Biochemie S. 332ff. Basel 1948. 
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Albumin, «- und £-Globulin sei n, dann ergibt sich fiir den Verlauf 
einer PR die Beziehung (AG=Antigen) 


a 
sa aa = (3) 

Hinsichtlich der Interpretation dieser Beziehung, deren Bestehen, 
wie gleich zu zeigen ist, experimentell erwiesen werden kann, ist folgendes 
mu bemerken. Ebenso wie bei der Hitzeeinwirkung auf ein Serum alle 
Komponenten zu einem Reaktionsprodukt reagieren, dessen jeweilige 
Zusammensetzung iiber Stabilitét oder Labilitét entscheidet, so findet 
auch bei der PR die Reaktion zwischen Antigen und Antikérper unter 
allen Umstiinden statt. Ob es zur Fallung kommt, hingt davon ab, ob 
der gebildete Antigen-Antikérper-Komplex stabilisiert werden kann oder 
nicht. Die Stabilisierung erfolgt bei hohen Antigenkonzentrationen durch 
dieses selbst, bei hohen Antiserumkonzentrationen durch die in n zu- 
sammengefaBten Komponenten. So ergibt sich eine vordere und hintere 
Hemmungszone beim «-Verfahren der PR. Natiirlich ist auch durch den 
Mangel an Antigen im Bereich der vorderen Hemmungszone mit einer 
geringeren Zahl von Antigen-Antikérper-Komplexen zu rechnen; aber 
auch diese kénnen nicht ausfallen, weil die iibrigen Serumproteine sie 
daran hindern. Aus dem gleichen Grund ist auch bei Kaninchen-Anti- 
sera kein Fallungsmaximum bei Anwendung des f-Verfahrens der PR 
zu entdecken. An sich ist der stabilisierende Effekt, den » ausiibt, bei 
hohen Antigenkonzentrationen klein, da die Antisera an sich weniger 
Albumin enthalten und das Verhiltnis y/n zugunsten der y-Globuline 
verschoben ist. Mit zunehmender Antigenmenge nahert sich daher das 
Verhaltnis y/(n-+AG) immer mehr der Proportion y/AG, mit abneh- 
mender dem Wert y/n. 

DaB bei der PR tatsichlich das Verhaltnis y/n + AG maBgebend 
ist, zeigen die Versuche, bei denen der Ausfall der PR durch Zusatz 
eines negativ geladenen Stoffes, in diesem Falle Eosin, beeinfluBt wurde. 
Eswurde somit » vergrBert. InTab.7 sind die Werte fiir y/E + + AG 
und y/AG nebeneinandergestellt ; E bedeutet die Eosinmenge in mg. 


Tab. 7. Beeinflussung der Flockung durch Eosin; berechnet nach den Angaben 
der Tabb. 2 und 3. 





Eosin und Antigen konstant Serum und Antigen konstant 
Serum variabel Eosin variabel 





|S Ae, Y Flockung |——? __ Y _ | Flockung 
Ein+AG| AG E+n+AG| AG 


0,031 0,143 0,019 
0,025 0,115 0,023 
0,019 0,087 0,027 
0,013 0,059 0,035 
0,007 0,031 0,074 
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Hiernach ist evident, daB die PR nicht durch das Verhaltnis Anti. 
k6érper/Antigen bestimmt ist, sondern daB stets die stabilisierend wir. 
kenden negativen Gruppen beim Ausfall der Reaktion mitwirken. Diesem 
Befund stehen die friiheren zur Seite, daB die Hitzeflockung des Serums 
beim WK? und auch die Koagulation einer Ovalbuminlésung® unter. 
driickt werden kénnen, wenn ein negativer Stoff, darunter auch Eosin, 
zugesetzt wird. Umgekehrt werden bei beiden Reaktionen und auch bei 
der PR‘ die Fallungen intensiviert, wenn ein positiver Stoff, z. B. Pro. 
tamin, zugegen ist. 

H. Schmidt?* diskutiert unter Beriicksichtigung der vorliegenden Literatur 
das Probles der unspezifischen Bindung von Eiwei8 an die Prazipitate bei der PR. 
Diese Bindung ist aber von wenigen besonderen Fallen abgesehen, unbedeutend., 
Im Prazipitat findet sich praktisch nur Antigen und Antikérper. Dieses ist ver- 
standlich, da unspezifische Proteine, falls sie sich an Antigen-Antikérper-Kom- 
plexe anlagern, deren Ausfallen verhindern kénnen, wahrend die nicht mit unspezi- 
fischem Protein verbundenen ausflocken, somit also fast ausschlieBlich aus Antigen 
und Antikérper bestehen. Einen Hinweis auf diesen Sachverhalt gibt die Beob. 
achtung, daB bereits gebildete Prazipitate nach Zusatz von Eosin oder anderen 
negativen Substanzen wie z. B. Trypanblau oder Fettsiuren in Lisung gehen, 
Ebenso konnten Pauling und Mitarbb.!* durch Zusatz von Haptenen, welche mit 
denen im Antigen enthaltenen nicht identisch waren, eine Hemmung der Prizi- 
pitation erzielen. 

Ausschlaggebend fiir die Flockung beim WK und fiir die Fallung 
bei der PRist demnach das Verhialtnis positiver zu negativen Ladungen. 
So wie beim WK durch das Verhiltnis y/(« +) der Ausfall der Reak- 
tion weitgehend festgelegt ist, so bestimmt der Quotient y/n den Ausfall 
der PR, m. a. W. den Titer, und nicht der Gehalt des Serums an Anti- 
korper allein. 

Hiermit stimmt die immer wieder gemachte Beobachtung iiberein, 
daB zwischen dem bei der PR gefundenen Titer und der tatsachlichen 
Empfindlichkeit des Organismus keine strenge Parallelitat, mitunter so- 
gar ein MiBverhiltnis, besteht. 

In der Abb. 2 sind die Kurvenziige in logarithmischem Mafstab 
dargestellt, die sich aus den Daten der Experimente mit dem Ovalbumin 
und dem Antiovalbuminserum vom Kaninchen ergeben. Der Wert fiir 
R der Gl. (3) ist gegen die jeweils variable GréBe (n + AG) beim «-Ver- 
fahren, y beim f-Verfahren aufgetragen.. 

Man erkennt, daB alle Kurven dem Wert y/n zustreben. Der durch 
den Pfeil und mit M bezeichnete Punkt auf der «-Kurve markiert das 
Maximum der Flockung. Die kleine Strecke von M bis zum Endpunkt 
stellt die Hemmungszone bei niedrigen Antigenmengen dar. Aus der 
Abb. 2 ist deutlich zu entnehmen, da8 bei Uberschreitung eines bestimm- 
ten R-Wertes die Flockung einsetzt. In diesem Punkt ist bei der «-PR 
die Ovalbuminmenge klein genug, beim f-Verfahren y groB genug ge- 
worden, um die Prazipitation zu erméglichen. Die Kurven zeigen ferner, 


12 H. Schmidt, Fortschritte der Serologie, 8S. 388ff., Darmstadt 1951. 
18 L, Pauling et. al., J. Amer. chem. Soc. 66, 784, 1731 [1944]; Science 
[New York] 98, 168 [1943], zit. nach F. Haurowitz"™. 
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Abb. 2. Verlauf einer Ovalbumin-Antiovalbuminserum-Reaktion nach dem «- und 

B-Verfahren. Abszisse: log (n + AG) fiir das «-Verfahren bzw. log y fiir das f-Ver- 

fahren; Ordinate: — log R: @: Flockung, O: keine Flockung. Auf der «-Kurve sind 

der Ubersicht wegen nicht alle Flockungspunkte eingezeichnet. Gestrichelte Linie: 

Flockungsgrenze. M: Maximum der Flockung beim «-Verfahren. Zahlen an den 
B-Kurven: mg Ovalbumin. 


daB beim £-Verfahren der R-Wert unter dem Maximumwert des «-Ver- 
fahrens liegt, wenn zu 1,0 ml] Antiserum 1 und 5 mg Ovalbumin zuge- 
setzt werden. Um die Verhaltnisse zu verdeutlichen, ist das letzte, kleine 
Stiick der «-Kurve in Abb. 3 in 1000-facher VergréBerung dargestellt. 
Die Zahlen links der Strecke geben die R-Werte, die Zahlen rechts davon 
die mg Ovalbumin an, die zu den entsprechenden R-Werten fihren, 
wenn zu 1,0 ml des untersuchten Serums diese Ovalbuminmengen zu- 
gesetzt werden. 

Hiernach wiirden 0,025 mg Ovalbumin noch zu einer sichtbaren 
Flockung ausreichen, 0,5 mg etwa das Maximum der Fillung her- 
-log R mg Ovalb. 
0.5851 r 5.0 


Abb. 3. 0.5523 4+ 10 


Ovalbuminmengen (rechte Zahlenreihe) in mg, die 
mit 1,0 ml Antiserum sichtbare Flockung bewirken. 
Linke Zahlenreihe: — log R. Obere gestrichelte Linie: 
Flockungsmaximum. Untere: Flockungsbeginn beim 
«-Verfahren der PR desselben Serums. 
0.5454 4 


0.5445 4 





0.5430 A 
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vorbringen und 5 mg die Fallung abschwiichen, was in den betreffenden 
Versuchen auch eindeutig zum Vorschein kam. Hierbei ist zu bedenken, 
daB das verwendete Serum kein besonders hohes Verhaltnis von y/n und 
daher auch keine hohen Titer hatte. Bei weiterer Verschiebung dieser 
Relation zugunsten von y wiirden demnach noch kleinere Mengen Oval- 
bumin zur Flockung ausreichen. Bekanntlich ist es aber nicht berechtigt, 
das Ende der sichtbaren Prazipitation mit dem Ende der Antigen-Anti- 
kérper-Reaktion gleichzusetzen. Auf Grund der Befunde dieser Arbeit 
kann sogar mit gr6Bter Wahrscheinlichkeit behauptet werden, daB fiir 
cas Zustandekommen der Antigen-Antikérper-Reaktion noch erheblich 
kleinere Mengen, als sie bei der PR ermittelt werden, ausreichen. Ebenso 
wird hiernach verstandlich, warum die Priifung auf den Ablauf einer 
Antigen-Antikérper-Reaktion in vivo wesentlich empfindlicher ist als 
in vitro. Wahrend es z. B. nur selten gelingt, im Serum eines Allergikers 
Prazipitine gegen ein Antigen (Allergen) nachzuweisen, ist es etwa durch 
eine Cutanprobe méglich, da hier eine Reihe anderer Reaktionsfolgen 
eintritt, wihrend man in vitro lediglich auf die Beobachtung der Fallung 
oder der Komplementbindung angewiesen ist. 


Die Frage nach der Entstehung des Maximums der Flockung bei 
der PR beantwortet sich teilweise aus den vorstehenden Ausfithrungen. 
Ebenso wird einleuchtend, daB es auch bei dem £-Verfahren der PR ein 
Maximum geben kann, nimlich dann, wenn die Antikérper nicht der 
y-Globulinfraktion sondern cen /,-Globulinen angehéren, wie dies fiir 
die Antitoxine der Pferde zutrifft. Das unterschiedliche Verhalten der 
Kaninchen- und Pferdesera, die durch die Untersuchungen von Boyd" 
unter den Bezeichnungen Sera vom R-Typ und H-Typ in die Literatur 
eingegangen sind, wird verstindlich, wenn man bedenkt, was auch Boyd 
und andere Autoren’ beriicksichtigt haben, daB die 6,-Globuline selbst 
den léslicheren Proteinen zuzurechnen sind. Beachtet man ferner, dab 
die PR nicht der Bezeichnung Antikérper/Antigen folgt, sondern dem 
hier aufgezeigten Verhialtnis, dann ergibt sich folgender Sachverhalt: 


Wihrend die Antikérper des Kaninchenscrums keinen Beitrag zur 
Stabilisierung dcs Systems leisten und diese nur durch andere Serum- 
komponenten und iiberschiissiges Antigen bedingt wird, kommt bei den 
Sera vom H-Typ der stabilisierende Einflu8 des iiberschiissigen Anti- 
kérpers hinzu. Wenn man fiir diesen Fall der PR eine analoge Beziehung 
aufstellen wollte wie fiir den Ablauf der Reaktion bei den Sera vom R- 
Typ, dann miiBte man, solange das /,-Globulin als Antikérper fungiert, 
dieses in den Zahler, dann, wenn es ausschlieBlich als Stabilisator wirkt, 
in den Nenner des Quotienten schreiben. Dazwischen diirfte es sich nach 
einem Gleichgewichtsverhaltnis auf Zihler und Nenner verteilen. Hier- 


14 W.C. Boyd, J. exp. Med. 74, 369 [1941]. 

15 H. Eagle, J. exp. Med. 67, 495 [1938]; W. C. Boyd und M. A. Purnel, 
J. exp. Med. 80, 289 [1944]; H. P. Treffers in O. Glasser, Medical Physics S. 631, 
Chicago 1947. 
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mit ist aber auch gesagt, daB es einmal als positiver Kérper (Antikérper) 
und einmal als negativer (Stabilisator) wirkt. (Es liegen hier analoge 
Verhaltnisse vor, wie bei den WK-Befunden von Sera mit hohem «-Glo- 
bulin- und niedrigem y-Globulingehalt [s.0.], tiber die im Zusam- 
menhang mit der Antitoxin-Toxin-Reaktion ausfiihrlicher berichtet 
werden wird.) Hieraus folgt weiter, daB die Mechanismen der Bindung des 
B,-Globulins als Antikérper und als Stabilisator nicht identisch sein 
kénnen. 

Dies ergibt sich auch hinsichtlich der Wirkung des Ovalbumins, 
welches in den hier mitgeteilten Versuchen als Antigen gegeniiber Ka- 
ninchenserum, dem klassischem R-Typ-Serum, verwendet wurde. Es ist 
auszuschlieBen, daB das Antigen auf Grund seiner spezifischen Affinitat 
zum korrespondierenden Antikérper mittels desselben Reaktionsmecha- 
nismus sowohl fallend wie auch stabilisierend wirkt. Die Versuche mit 
Eosin zeigen, daB die stabilisierende Wirkung auch durch einen anderen 
negativen, nicht spezifischen Stoff itibernommen werden kann. Es ist 
demzufolge zu unterscheiden zwischen der spezifischen Bindung des An- 
tigcens an den Antikérper und der unspezifischen an den Antigen-Anti- 
kérper-Komplex. Man mu8 annehmen, daf beide Prozesse ihren ein- 
zelnen Gleichgewichtsbedingungen gema8 nebeneinander ablaufen kén- 
nen, daB aber im Bereich der Extremsituationen einerseits praktisch 
nur der spezifische, andererseits nur noch der unspezifische ablaéuft. Der 
Vorgang ist, wenn man sich der Einfachheit halber nur auf die Reak- 
tionspartner Antikérper und Antigen bezieht, so zu verstehen, daB bei 
konstanter Antikérperkonzentration (AK) mit steigender Antigenkon- 
zentration (AG) folgender Reaktionsgang ablauft : 


spozifisch unsp2zifisch i 


AK > (AKAG) (AKAG)AGz 
lésl. unlésl. losl. 


Mit zunehmender Antigenkonzentration entsteht also zunadchst das 
spezifische, unlésliche Produkt, welches bei weiterer Steigerung des nun 
nicht mehr als Antigen sondern als Stabilisator wirkenden Stoffes zu- 
cunsten einer neuen, léslichen Verbindung wieder verschwindet. Ein 
cerartiger Reaktionsvorgang zeigt fiir den in der Mitte stehenden K6rper 
ein Maximum. 

Als analoger Fall darf in diesem Zusammenhang der Dissoziationsverlauf einer 
zweibasischen Saure in Abhangigkeit vom py erwihnt werden. Die Hohe des Maxi- 
mums der Konzentration der einbasischen Saure hangt nur von der Lage der Dis- 
soziationskonstanten k, und k, der Saure ab. Was im eben gewahlten Beispiel die 
Dissoziationskonstanten der Saure sind, stellen beim Ablauf der PR die Gleich- 
gewichtskonstanten der beiden aufeinanderfolgenden Reaktionen dar, wahrend an 
die Stelle der Wasserstoffionenkonzentration hier die Antigenkonzentration tritt. 
Die sog. Aquivalenzzone stellt den Bereich eines annaihernden Gleichgewichts 
zwischen der spezifischen und der unspezifischen Reaktion dar. 

Zahlreiche Analysen der Niederschlige, dic bei der PR erhalten 
werden, haben stets gezeigt, da8 mit zunehmender Konzentration des 
Stoffes, der als Antigen verwendet wurde, dessen Anteil im Prazipitat 
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ansteigt. Heidelberger’ untersuchte die Zusammensetzung der Priizi- 
pitate im System Ovalbumin-Antiovalbuminserum und fand die in Tab. 8 
wiedergegebenen Verhiltnisse. 


Tab. 8 
(nach Heidelberger) 





Molekulares Verhaltnis 





Ovalbumin/Antikérper 
AntikérperiiberschuB ........... a3 
Beginn der Aquivalenz .......... 1:3 
Ende der Aquivalenz ........... 1 :2,5 
AntigeniiberschuB  ............ 122 


Auch fiir verschiedene andere Antigene sind gleiche Untersuchungen ange- 
stellt worden!’, die alle zu demselben Ergebnis fiihrten, daB bei kleinen Antigen. 
konzentrationen mehrere Antikérpermolekiile auf ein Antigenmolekiil entfallen, 
wahrend mit steigender Antigenmenge dessen Anteil am Prazipitat und damit die 
Léslichkeit wachst. Das oben gegebene Schema iiber den Reaktionsverlauf bei der 
RP ist auch mit diesen Befunden vereinbar. Diese Analysen kénnen aber keine Aus- 
kunft dariiber geben, welcher Anteil des Antigens spezifisch und welcher bereits un- 
spezifisch gebunden wurde. Das Verhiltnis, welches den quantitativen Beziehungen 
im Antigen-Antikérper-Komplex noch am ehesten niherkommen diirfte, ist im Be- 
reich des Antik6érperiiberschusses zu suchen. Dort entfallen auf ein Antigenmole- 
kiil mehrere Antikérpermolekiile. Diese Situation wiirde der Tatsache am besten 
gerecht werden, da bereits sehr kleine Antigenmengen in vivo erkennbare Wir- 
kungen hervorrufen. Sie wiirde auch zugieich eine mégliche Erklarung fiir die 
Labilitat des Reaktionsproduktes in vitro abgeben, das, wie aus den Untersuchun- 
gen tiber das WK abzuleiten ist, einen nur noch geringen (negativen) Ladungs- 
iiberschuB aufweist, so daB damit eine Voraussetzung fiir die Aggregation und sicht- 
bare Flockung gegeben ist. Man kann das spezifische Reaktionsprodukt als einen 
Symplex auffassen, dessen isoelektrischer Punkt im py-Bereich des Reaktions- 
milieus gelegen ist, und dessen Stabilitaét demzufolge gering ist. 


Eine genaue quantitative Angabe iiber die einem Antikérper auf 
Grund seines spezifischen Bindungsvermégens aquivalente Antigen- 
menge ist derzeit nicht bekannt. Daher miissen die Fragen, ob der Anti- 
kérper univalent!® oder multivalent!® ist und ebenso auch welche der 
verschiedenen Hypothesen iiber die Bindungsverhiltnisse bei der Ver- 
einigung von Antikérper und Antigen die wahrscheinlichste ist, offen 
bleiben. 

Wie bereits gesagt, konnen die Prozesse, die zur Fallung des Anti- 
k6érpers und zur Stabilisierung des gebildeten Antigen-Antikérper-Kom- 
plexes fiihren, nicht identisch sein, anderenfalls giibe es bei der Reaktion 
kein Maximum. Dies entsteht erst dadurch, daB zwei Reaktionen mit 
verschiedenen Gleichgewichtskonstanten ablaufen. Wenn z. B. die beiden 


16 M. Heidelberger, J. Amer. chem. Soc. 60, 282 [1938]. 

17 A.M. Pappenheimer et al., J. exp. Med. 71, 247, 263 [1940]. 

18 F. Haurowitz, diese Z. 245, 23 [1937]. 

19 M. Heidelberger und E. Kabat, J. exp. Med. 65, 885 [1937]; J. R. 
Marrack, Med. Res. Counc. Nr. 280, London 1938; Verh. 4. internat. Kongr. f. 
vergl. Pathol. 1, 331 [1939]; L. Pauling et al. J. Amer. chem. Soc. 64, 3003 [1942]. 
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Dissoziationskonstanten der zweibasischen Saure gleich waren, also 
k, = k,, dann wiirde eine einbasische Saure gar nicht auftreten und somit 
auch durch kein Maximum gekennzeichnet sein. Kin Maximum ist um so 
ausgepragter, je unterschiedlicher die Gleichgewichtskonstanten der 
beiden Reaktionen sind, im Falle der PR also die Konstanten der Reak- 
tion 


AK + AG==(AKAG) und (AKAG) + AG = (AKAG)AGz. 


Das Verhaltnis der Gleichgewichtskonstanten beider Reaktionen 
entscheidet damit iiber die Héhe der Konzentration des Antigen-Anti- 
kérper-Komplexes, d.h. tiber die Lage des Maximums und auch des 
Titers eines Antiserums. Dies steht mit dem Experiment im Einklang, 
wonach sich ergab, daB der Titer von der GréBe y/n abhangt. 

Der Vorgang (AKAG) + AG — (AKAG)AG, bzw. (AKAG) +2” — 
(AKAG)n, ist als Schutzkolloidreaktion aufzufassen, fiir die man ad- 
sorptive Prozesse annehmen darf. Es spricht vieles dafiir, daB der spezi- 
fischen Reaktion dagegen ein rascher ablaufender Reaktionsmechanis- 
mus zugrunde liegt, médglicherweise eine Ionenreaktion zwischen den 
positiven, sterisch entsprechend angeordneten NH3-Gruppen des Anti- 
kérpers und den negativen COO-- und anderen sauren Gruppen des Anti- 
gens. An diese Gruppen wird deshalb zunichst gedacht, weil sie im pg- 
Bereich, in dem die PR ausgefiihrt wird, weitgehend dissoziiert sind, 
wihrend z. B. die phenolische Dissoziation des Tyrosins in EiweiBkor- 
pern erst ab etwa py 9,0 beginnt?®. DaB fiir die Reaktionen von Proteinen 
untereinander die polaren Gruppen von Bedeutung sind, wurde schon 
von Pryzlecki*! hervorgehoben und im Zusammenhang mit der Anti- 
gen-Antikérper-Reaktion von verschiedenen Autoren postuliert!® 1% 22. 

Fiir eine solche Auffassung spricht auch die Tatsache, daB8 Histone und Pro- 
tamine wegen ihres iiberwiegend basischen Charakters nicht antigen, wohl aber 
geeignet sind nach vorheriger Mischung mit dem Antigen allgemeine* oder auch 
lokale anaphylaktische Reaktionen zu verhindern. Wenn man z. B. gegen Rinder- 
serum sensibilisierten Kaninchen dieses in die Conjunctiva des einen Auges inji- 
ziert und am anderen Auge eine gleiche Menge Rinderserum + Protamin subcon- 
junctival verabfolgt, dann bleiben an diesem Auge die bekannten lokalen anaphy- 
Jaktischen Verainderungen aus®*, Eine derartige Versuchsanordnung erfiillt weit- 
gehend eine Forderung von Doerr™, wonach zu Aufklarungsversuchen iiber den 
Mechanismus der Antigen-Antikérper-Reaktion antianaphylaktische Agenzien ver- 
wendet werden sollen, die den Antikérper nicht schidigen, sondern lediglich dessen 
Reaktion mit dem Antigen hemmen oder verzégern sollen. 

Es ergibt sich somit als wahrscheinlich, daB die primire Ursache 

des anaphylaktischen Schocks letztlich eine plétzliche Potentialanderung 
innerhalb der Gewebe ist, wie sie als Potentialabfall auch im Experiment 


20 E. Schauenstein u. O. Gold, Mh. Chem. 84, 209 [1953]. 
21 St. J. Przylecki, Biochem. Z. 255, 393 [1932]. 
22 W.C. Boyd, J. exp. Med. 75, 407 [1942]; T. Teorell, Nature [London] 
151, 696 [1943], zit. nach H. Schmidt”. 
23 H. G. Klingenberg, Unverdffentlichte Versuche. 
24 R. Doerr, Die Immunitiatsforschung Bd. VII; Die Anaphylaxie, S. 88. 
Wien 1951. 





78 Reaktionsmechanismus des Weltmann-Bandes Bd. 293 (1953) 


von Eppinger® gemessen wurde. Damit erklirt sich zwangslos, da8 
die Erscheinungen um so heftiger vor sich gehen, je rascher die Reaktion 
eintreten kann, was bei intravenéser Zufuhr des Antigens zutrifft. Hat 
der Organismus Zeit, dem drohenden Potentialabfall durch regulative 
Ma8nahmen zu begegnen, dann werden die Reaktionsfolgen weniger 
stiirmisch. Die symptomatische Ahnlichkeit der sog. anaphylaktoiden 
Reaktion2n “mit dem anaphylaktischen Schock wird, soweit es sich 
dabei um Folgen einer intravenésen Injektion geladener Substanzen 
handelt, verstindlich. Es bleibt gleichgiiltig, ob dabei negative oder 
positive Substanzen (Protaminschock, inverse Anaphylaxie) injiziert 
werden. Es kommt dabei immer zu Verinderungen des Potentials, die 
sich unter Umstinden fatal auswirken kénnen. Es ist nach allem nicht 
ausgeschlossen, daB die Erhaltung eines bestimmten elektrostatischen 
Potentials der Zellen, das méglicherweise von Zellart zu Zellart ver- 
schieden sein kann, fiir den Organismus eine ahnliche Bedeutung hat, 
wie die Regulation anderer Konstanten, dafs dieses Potential in die Fak- 
toren einzureihen ist, deren Konstanterhaltung wir unter dem Begriff 
der Homoeostasis vereinigen. 


Zusammenfassung 


Es werden Experimente mitgeteilt, deren Auswertung den Schlu8 
zulaBt, daB zwischen den Serumkolloidreaktionen, aus deren Gruppe 
das Weltmannsche Koagulationsband gewahlt wurde, und den sog. 


serologischen Reaktionen kein prinzipieller Unterschied besteht, und 
es auch bei den letztgenannten gleichgiiltig ist, ob man das «-Verfahren 
oder das £-Verfahren anwendet, da fiir den Ausfall aller hier unter- 
suchten Reaktionen das Verhiltnis positiv zu negativ geladenen Gruppen 
maBgeblich ist. Fiir das WK wird eine empirisch gewonnene Gleichung 
angegeben. Aus weiteren Experimenten geht hervor, daB im Verlauf 
einer Prazipitinreaktion zwei Reaktionen ablaufen: 1. die spezifische 
Reaktion zwischen Antigen und Antikérper unter Bildung des Antigen- 
Antikérper-Komplexes; 2. die Reaktion zwischen dem Antigen-Anti- 
k6érper-Komplex und anderen negativen Stoffen, darunter auch dem 
iiberschiissigen Antigen. Die zweite Reaktion ist unspezifisch. DaB es 
sich um zwei Reaktionen handelt, zeigt das Auftreten eines Maximums 
im Verlauf der Prazipitinreaktion an. Die erste Reaktion ist wahr- 
scheinlich eine Ionenreaktion zwischen den NH 3 -Gruppen des Anti- 
k6rpers und den negativen Gruppen des Antigens, die zweite, unspezi- 
fische Reaktion ein adsorptiver ProzeB. 


* H. Eppinger, Die Permeabilitatspathologie, S. 259ff. Wien 1949. 
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Bemerkungen zur Bestimmung der Acetalphosphatide 
(Plasmalogen) im Serum 


Von 
R. Feulgen, W. Boguth und G@. Andresen 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Akademie fiir medizinische Forschung und 
Fortbildung und dem Veterinar-Physiologischen Institut der Justus-Liebig-Hochschule, GieBen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. April 1953) 


1. Waelsch und Mitarbeiter! haben darauf aufmerksam gemacht, daB 
oberflichenaktive Stoffe die Farbreaktion zwischen fuchsinschwefliger Saure 
und Fettsiurealdehyden herabdriicken oder ganz verhindern kénnen. Als Bei- 
spiel nannten sie die Wirkung moderner amerikanischer Waschmittel. Bei unserer 
neuen Methode zur Bestimmung der Acetalphosphatide im Serum? trugen wir 
dieser Tatsache Rechnung und schlugen fiir die von Waelsch und Mitarbeitern 
gemachten Beobachtungen den Namen ,,Waelsch-Effekt“ vor. Es ist uns daher 
unverstandlich, daB8 Waelsch in einer besonderen Stellungnahme® kritisiert, 
daB8 wir versucht hatten, ,das kaum getaufte Kind durch Diskussion wieder ins 
Jenseits zu beférdern“. 

Offenbar liegt hier ein MiBverstaéndnis vor. Der Waelsch-Effekt ist eine 
Realitét und kann auch mit deutschen Wasch- und Netzmitteln (z. B. ,,Rei‘) 
reproduziert werden. Die von uns mitgeteilte Methode zur quantitativen Be- 
stimmung der Acetalphosphatide bezog sich indessen ausschlieBlich auf Serum. 
Es war daher unsere Pflicht festzustellen, ob Serum einen Waelsch-Effekt liefert. 
Wir haben eine Technik sehr genau beschrieben, mit der man das Vorhandensein 
eines Waelsch-Effektes feststellen kann, indem wir eine bestimmte Menge Palmitin- 
aldehyd mit den Serumlipoiden zusammenbrachten und untersuchten, ob wir 
den verlangten Extinktionskoeffizienten wiederfanden oder ob ein Defizit zu 
verzeichnen war. Wir haben Serum von Menschen und verschiedenen Tieren 
(Rind, Hund) daraufhin untersucht und nicht die Spur eines Waelsch-Effektes 
gefunden. Unsere Negierung des Waelsch-Effektes bezieht sich also nur auf das 
Serum, und wir sind stets eifrig bemiiht, bei Anderung des Substrates auf die 
wichtige Entdeckung von Waelsch und Mitarbeitern zu achten. 


2. Viel ernster erscheinen uns Einwaénde von Leupold und 
Bittner‘. Sie behaupteten 1. daB die Hydrolyse von Dimethylacetal 
bei Anwendung von 2-n. HCl, wie wir sie in der von uns angegebenen 
Methode zur Hydrolyse der Acetalphosphatide empfohlen haben, nicht 
volistindig ist, und 2. daB die Bestimmung von Stearinaldehyd stets 
zu niedrige Werte gibt. Leupold und Bittner wenden zur Hydrolyse 
an Stelle von 2-n. HCl 45 Min. langes Erhitzen mit 90-proz. Essigsiure 
bei 55° an. In einer weiteren Mitteilung® stellen Leupold und Bittner 
jedoch fest, daB die Hydrolyse von Dimethylacetalen vollstandig ver- 
liuft, wenn nicht ,,unphysiologisch groBe Mengen‘‘* vorhanden sind. 


1G. Ehrlich, H. E. Taylor u. H. Waelsch, J. biol. Chemistry 173, 547 
[1948]. 

2 R. Feulgen, W. Boguth u. G. Andresen, diese Z. 287, 90 [1951]. 

3 H. Waelsch, diese Z. 288, 123 [1951]. 

4 F. Leupold u. H. Bittner, Vortrag KongreB d. dtsch. Gesellschaft f. 
physiol. Chemie; Hamburg 1952. 

5 F. Leupold u. H. Bittner, diese Z. 292, 13 [1953]. 

* Wir erinnern hier daran, da8 Dimethylacetale iiberhaupt unphysio- 
ogisch sind. 
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Ferner wird das unterschiedliche Verhalten des Stearinaldehyds wider. 
rufen. Sie bestatigen das Lambert-Beersche Gesetz und die von uns 
angegebenen analytischen Faktoren. 

Andererseits behaupten Leupold und Bittner, da8 Dimethyl. 
acetal in Gegenwart von Serumlipoiden nicht quantitativ mit 
unserer Methode erfaBt wird. Auch finden sie mit ihrem Verfahren 
(Hydrolyse mit 90-proz. Essigsiure wihrend 45 Min. bei 55°) bei Serum. 
untersuchungen héhere Werte, die im Mittel 13° héher liegen sollen 
als die nach unserer Methode. Leider werden als Beleg nur relative 
Zahlen von 22 Bestimmungen angegeben, wobei die nach unserer Methode 
angegebenen Werte gleich 100%, gesetzt wurden. Sie fanden nach ihrer 
Methode dann Werte bis 130%. Die erhebliche Streuung der angegebenen 
Vergleichszahlen legen sie unserer Methode zur Last, obwohl sie offenbar 
nicht durch mehrfache Bestimmungen am gleichen Material untersucht 
wurde. Damit ist aber die Ermittlung und Zuordnung der Streuungs. 
beitrige beider Methoden zur genannten Differenz von 13% nicht 
moglich. Die Behauptungen von Leupold und Bittner sind uns 
unverstindlich, denn wir finden gerade das Gegenteil. 

Die Klarung dieser Frage konnte nur statistisch erfolgen. Wir haben von 
einem Serum eine gréBere Menge eines alkoholischen Extraktes gemacht und mit 
diesem je 20 Bestimmungen mit der von Leupold angegebenen neuen Methode 
(Hydrolyse mit 90-proz. Essigsiure waihrend 45 Min. bei 55°) und der unsrigen 
durchgefiihrt. Da der analytische Faktor bei Leupold auf Plasmal lautet, unsere 
dagegen auf Plasmalogen (Acetalphosphatide), so haben wir die nach Leupold 
ermittelten Plasmalwerte auf Plasmalogen umgerechnet. 

Wir erhielten dabei folgende Werte (aufgerundet): 


a) Nach der Methode von Leupold mg% Plasmalogen: 
8,16, 7,95, 8,16, 8,16, 7,95, 7,95, 7,95, 7,95, 8,16, 8,16. 8,16, 7,95, 8,22, 
8,16, 7,95, 7,95, 7,95, 7,95, 7,95, 8,22. 

b) Nach unserer Methode mg% Plasmalogen: 
8,67, 8,50, 8,67, 8,50, 8,67, 8,33, 8,33, 8,50, 8,33, 8,33, 8,50, 8,67, 8,33, 
8,50, 8,33, 8,50, 8,50, 8,33. 


Danach betragen die Mittelwerte: Methode Leupold 8,06 + 0,02 mg%. 
Unsere Methode: 8,47 + 0,03 mg%. Die Streuungen der einzelnen Messungen 
betrugen bei beiden Methoden 1,2 bzw. 1,6°% der gemessenen Extinktion und sind 
daher beachtlich gering. Entgegen der Behauptung von Leupold gibt unsere 
Methode nicht die niedrigeren Werte, sondern die héheren. Die Differenz ist nur 
gering, aber signifikant. Weitere Untersuchungen von 12 Serumproben von Mensch, 
Rind, Pferd und Hund lieferten folgende Werte in mg% Plasmalogen: 








| unsere Methode | nach Leupold |unsere Methode | nach Leupold 
Mensch ...| 3,47 3,40 | 3,35 3,18 3,40 3,50 | 3,68 
Mensch ...| 2,04 1,97 2,01 1,96 3,71 3,64 | 3,84 3,84 
Mensch .. .| 2,55 2,45 2,45 2,70 2,58 2,23 2,23 
Rind ....]| 6,05 6,05 | 6,36 6,52 8,84 7,45 7,45 
Rind ....] 6,32 6,26 | 6,27 6,27 2,11 2,06 2,20 2,20 
Pferd ....{ 2,58 2,58 | 2,51 2,45 
Hund... .]| 2,55 2,55 | 2,45 2,45 














Vergleicht man diese Werte, so finden sich keine statistisch zu sichernden 
Unterschiede, da von jedem Serum nur eine Doppelbestimmung gemacht worden 
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jst. Die Behauptung von Leupold, daB die Werte unserer Methode zu sehr 
streuten und daf unsere Methode zu niedrige Werte liefert, ist aber auf jeden Fall 
unberechtigt. 

Bei Leupold dauert allein die Hydrolyse 45 Minuten. In dieser Zeit fiihren 
wir unsere Methode von Anfang bis zu Ende durch; wir haben also keine Ver- 
anlassung, an unserer Methode etwas zu andern. 

3. Da beim Ausschiitteln der gefirbten Lipoide mit Amylalkohol 
dieser sich mit Wasser sattigt und schon bei geringer Abkiihlung leicht 
iibersittigte Lésungen bildet, aus dem das Wasser sich kolloidal ab- 
scheidet, schiitteln Leupold und Bittner bei niedriger Temperatur, 
d.h. durch Kihlen unter der Wasserleitung aus. Sie benutzen damit 
eine Methode, die Feulgen und Griinberg® schon vor 14 Jahren 
angewandt hatten. Wir haben aber ausdriicklich betont, daB diese 
Art der Ausschiittelung nicht 100-proz. sicher ist und hatten als vollig 
sichere Methode vorgeschlagen, je 8 Tle. der gefiirbten amylalkoholischen 
Lésung mit 2TIn. neuem wasserfreiem Amylalkohol zu_versetzen. 
Bei der groBen Anzahl von Bestimmungen von uns und in hiesigen 
Kliniken haben wir dieses Verfahren als das weitaus sicherste gefunden. 
Wir warnen ausdriicklich vor der von Leupold wieder hervorgeholten 
Methode, da nur zu leicht ein mit freiem Auge kaum wahrnehmbarer 
Tyndall-Effekt auftreten kann, der durch Lichtstreuung die Extinktions- 
werte ungeheuer zu falschen vermag. 

Leupold und Bittner schreiben, daB sie ,,sogar im Hochsommer“ eine 
Wassertriibung nie beobachtet haben. Aus dieser Bemerkung geht hervor, daB 
den genannten Autoren der eigentliche Sinn dieser Kiihlung nicht bekannt ist; 
denn im Winter ist die Gefahr einer Wassertriibung viel gréBer, weil im Winter, 
besonders im Anfang, das Wasserleitungswasser noch verhaltnismaBig warm 
gegeniiber der Zimmertemperatur sein kann. Steht dann das Photometer in einem 
kiihleren Nebenraum, so kann es zu einer kolloidalen Wassertriibung kommen. 
Im Hochsommer dagegen pflegt der Temperaturunterschied zwischen Raum und 
flieBendem Wasser und damit der Kiihleffekt gréBer zu sein. Kommt dann nach 
dem Abtrennen des Wassers durch Zentrifugieren der gekiihlte Amylalkohol 
wieder mit der warmen Raumluft in Beriihrung, dann erwarmt er sich und es 
bildet sich ein ,,Reserveaufnahmevermogen“ fiir Wasser, und die kolloidale Wasser- 
abscheidung unterbleibt. Der Hochsommer ist also eine denkbar ungiinstige 
Jahreszeit zur Erprobung der Kiihlmethode. Man muB8 auBerdem damit rechnen, 
daB8 nicht nur Leupold und Biittner die Methode ausfiihren wollen, sondern 
wahrscheinlich auch andere. Wir haben eine Ubersicht tiber fast 10000 Bestim- 
mungen, von denen der gréBte Teil in anderen Instituten und Kliniken ausgefiihrt 
worden ist und warnen nicht umsonst vor der Kiihlmethode, bei der man von den 
Temperaturen des Raumes und des Leitungswassers abhangig ist, wahrend man 
nach unserem Vorschlag durch Vermischen von 8 Tin. des gefarbten Amylalkohols 
mit 2TIn. frischem (wasserfreiem) mit absoluter Sicherheit das ,,Reserveaufnahme- 
vermogen‘‘ fiir Wasser erhalt. © 
4. Schafer’ hat hier gefunden, daB manche Sulfonamide die 
Schiffsche Reaktion vollstaéndig blockieren kénnen, und zwar sowohl 
im menschlichen Kérper als auch in vitro. Erst wiahrend diese Arbeit 
geschrieben wurde, wird uns bekannt, daB schon im Jahre 1944 die 


ee 


6 R. Feulgen u. H. Griinberg, diese Z. 267, 161 [1939]. 
7 G. Schafer, noch nicht veréffentlicht. 
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blockierende Wirkung der Sulfonamide auf die Schiffsche Reaktion 
im allgemeinen von Oster und Molinos® bzw. Boscott und Mand! 
beobachtet worden ist.. Es besteht kein Zweifel, daB im Serum von 
Menschen und Tieren, die Sulfonamide bekommen haben, die Acetal. 
phosphatide nicht bestimmt werden kénnen. 

5. Als Alkohol zur Extraktion des Serums bei unserer Methode verwenden 
wir jetzt ausschlieBlich Isopropylalkohol (DAB Erg. B), der viel billiger ist als dey 
unvergillte absolute Alkohol. Wir warnen noch einmal dringend vor der Ver. 
wendung von vergilltem A lkohol. 

6. Der Amylalkohol ist heute bei der Firma E. Merck in Darmstadt ,,pro 
analysi‘ in solcher Reinheit erhaltlich, daB er ohne die von uns angegebene 
Destillation verwendet werden kann. Es empfiehlt sich jedoch, bei der Bestellung 
ausdriicklich auf den Verwendungszweck hinzuweisen. ,,Leerwerte‘‘, d.h. eine 
Bestimmung ohne Lipoide, ergeben damit selbst in der Mikrokiivette 50 mm im 
ZeiB ,,;Wepho‘‘ Photometer keine meBbaren Werte, kénnen also bei der Bestim. 
mung unberiicksichtigt bleiben. Trotzdem ist es ratsam, hin und wieder solche 
,,Leerwertbestimmungen“ durchzufiihren, da beim Aufbewahren in angebrochenen 
Flaschen niedere Aldehyde entstehen kénnen. 

7. Parafuchsin ist jetzt in reinen Zustande kauflich (z. B. bei der Fa. Merck, 
Darmstadt); es braucht daher nicht mehr, wie wir? beschrieben haben, aus Para- 
rosanilin (Parafuchsinleukohydrat) dargestellt und umkristallisiert zu werden. 

8. Es kénnte vielleicht einmal vorkommen, da8 bei sehr lipoid. 
bzw. fetthaltigen Seren, nach dem Auflésen der Serumlipoide in Eis. 
essig und Versetzen mit den waBrigen Reagenzien, Fette bzw. Lipoide 
grob dispers ausfallen. In solchen Fallen erhalt man zu niedrige Werte, 
weil die Reagenzien durch die groben Fettmassen nicht durchreagieren; 
jedoch kann diese Depression verhindert werden durch eine Verdiinnung 
des Serumextraktes ganz entsprechend den Gesichtspunkten, die 
Christl!° bei der Bestimmung der Acetalphosphatide in Organen 
mitteilt. + 


8 K. A. Oster u. M.G. Molinos, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 80, 132 
[1944]. 

® Boscott u. Mandl, J. Endocrinol. 6, 132 [1949]. 

10 H. Christ], diese Z. 298, 83 [1953]. 
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Quantitative Bestimmung der Acetalphosphatide in Organen 
Von 
H. Christl 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Akademie fiir medizinische Forschung und 
Fortbildung an der Justus-Liebig-Hochschule, GieBen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. April 1953) 


Im Jahre 1951 haben Feulgen, Boguth und Andresen (F.B.A.)! 
eine Methode zur quantitativen Bestimmung der Acetalphosphatide im 
Serum bekanntgegeben. Hierbei wurde das Serum mit abso]. Alkohol 
extrahiert, nach dem Filtrieren der Alkohol abgedampft, die zuriick- 
bleibenden Serumlipoide in Eisessig gelést und nach saurer Hydrolyse 
die Reaktion mit fuchsinschwefliger Saéure (FSS) ausgefiihrt. An- 
schlieBend wurden die gefirbten Lipoide mit Amylalkohol ausgeschiittelt 
und der abzentrifugierte Amylalkohol photometriert. Es lag nahe, 
diese Methode, die sich in vielen tausend Fallen bewahrt hat, auch auf 
Organe anzuwenden. Hierbei ergab sich jedoch die groBe Schwierig- 
keit, daB die Fette, welche in Organen in viel groBerer Menge vor- 
kommen als im Serum, nach dem Versetzen der Lipoid-Eisessiglésung 
mit den wiasserigen Reagenzien grob ausflockten. 

Man erhielt groBe Depressionen infolge der Undurchdringlichkeit 
der ausgefallten Fette fiir die wisserigen Reagenzien. Wir méchten 
diese Erscheinung ,,Fetteffekt“ nennen und kénnen grundsitzlich 
seine GréBe mit genau derselben Methode ermitteln, die F.B.A. zur 


Tab. 1. EinfluB8 des ,,Fetteffektes‘’ auf das Ergebnis der Acetalphosphatid- 
Bestimmung bei verschiedenen Organen, ermittelt mit Hilfe zugesetzten Palmitin- 
aldehyds. 





Kombi- | Blind- |Palmital |Palmital- 
nations-| wert |gefunden| test 


wert 
k k k k k 4 


.| Leber v. Schwein 0,191 0,061 0,130 0,157 | —0,027} —17,1 
.| Niere v. Schwein 0,192 0,085 0,107 0,123 | —0,016} —13,0 
.| Pankreas v. Rind 0,075 0,027 0,048 0,137 | —0,089} —65,0 
.| Pankreas v. Pferd 1,490 1,325 0,165 0,338 | —0,073} —30,6 
.| Pankreas v.Schwein} 0,023 0,009 0,014 0,125 | —0,111} —88,8 


.| Schilddriise v. 
Schwein| 0,406 0,131 0,275 0,354 | —0,079| —22,4 


Abweichung 








.| Muskulatur v. 
Schwein] 0,519 0,101 0,353 0,354 | —0,001} —3,3 
.| Herzmuskel v. 

Schwein] 0,602 0,267 0,335 0,323 | +0,012} + 3,7 
.| GroBhirn v. Pferd | 0,680 0,355 0,325 0,323 | +0,002} + 0,7 
.| Kleinhirn v. Pferd | 0,507 0,181 0,326 0,323 | +0,003} + 0,9 























1R. Feulgen, W. Boguth u. G. Andresen, diese Z. 287, 90 [1951]; 
8, auch 298, 79 [1953], voranstehend. 


6* 
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Bestimmung des ,,Waelsch-Effektes** angegeben haben?. Diese beiden 
Ursachen von Depressionen sind schon auBerlich an den verschiedenen 
Dispersitatsgraden der Fette bzw. Lipoide zu erkennen; denn beim Fett. 
effekt sind die Fette ausgeflockt. 

Tab. 1, 1—6 zeigt die hohen Depressionen der erhaltenen Werte, 
die beim Pankreas des Schweines fast 90% der zugesetzten Palmitin. 
aldehydmenge betrug. 

Hierbei waren die Verhaltnisse zur Anstellung der Versuche genau 
so gewahlt, wie bei F.B.A. fiir Serum angegeben wurde, d.h. es wurde 
1g Substanz mit 30ccm Alkohol extrahiert und davon 20 ccm des 
Filtrates weiterverarbeitet. 

Andere Organe zeigten keine Depressionen (s. Tab. 1, 7—10), 
Dieser Unterschied erklirt sich wohl aus dem verschiedenen Gehalt 
an hydrophilen Lipoiden (Esterphosphatiden) bzw. aus ihrem Mengen. 
verhaltnis zu den Fetten. Esterphosphatide bilden mit Leichtigkeit 
feinste Emulsionen und sind auch imstande, gréBere Mengen Fett zu 
emulgieren; so erklirt sich, daB gerade die Objekte 7—10 der Tab. 1, 
die sehr reich an Esterphosphatiden sind, keine Depressionen aufweisen. 

Zeigt ein Organ einen ,,Fetteffekt‘‘, so kann man das schon wihrend 
des Ansatzes‘daran erkennen, daB das Fett grob ausfallt und zum Teil 
an der Wand des Roéhrchens klebt. Es war anzunehmen, daB der ,,Fett- 
effekt“ verschwinden wiirde und dai man die Methode von F.B.A. 
dann auch auf Organe anwenden kann, wenn es gelingt, diese grobe 
Fettabscheidung zu verhindern. Durch Anwendung von Benetzungs. 
mitteln bzw. Emulgenzien, von denen heute eine groBe Anzahl zur 
Verfiigung steht, kénnte man feinste und stabile Emulsionen mit 
Leichtigkeit erzielen, jedoch bekommt man dann immer hoffnungslose 
Depressionen infolge des ,,Waelsch-Effektes“. 


Sehr feine und stabile Emulsionen erhaélt man beim Arbeiten in 
stiirkeren Verdiinnungen. Verdiinnt man den alkoholischen Original. 
extrakt mit dem Lésungsmittel in einer fortlaufenden Reihe auf }/,, 
1/4, 1/g usw., so kommt man bald an einen Punkt, in dem von einer 
Abscheidung der Fette in grob disperser Form nichts mehr zu beobachten 
ist, und bei Anstellung der Probe auf den ,,Waelsch-Effekt‘’ (s. bei 
F.B.A.!) keine Depressionen mehr gefunden werden, mit anderen 
Worten, man ftindet den erwarteten Extinktionskoeffizienten der zu- 
gesetzten Palmitinaldehydmenge quantitativ wieder. Macht man mit 
solchen fettreichen Organen Bestimmungen der Acetalphosphatide 
nach F.B.A. bei fortlaufender Verdiinnung, so scheint im Anfang die 
Reaktion dem Lambert-Beerschen Gesetz nicht zu gehorchen, wohl 
aber bei stiirkeren Verdiinnungen, bei denen die Extinktionskoeffizienten 
dem Grad der Verdiinnungen proportional werden. Rechnet man bei 
jeder von solchen Bestimmungen mit dem unten angegebenen analyti- 


2 G. Ehrlich, H. E. Taylor u. H. Waelsch, J. biol. Chemistry 173, 547 
[1945]. 
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schen Faktor unter Beriicksichtigung der Verdiinnungen den Gehalt 
an Acetalphosphatiden aus, so bekommt man anfanglich zu niedrige 
Werte, die bei fortlaufender Verdiinnung einem Maximum zustreben 
und es erreichen, wenn der Fetteffekt iiberwunden ist. Tab. 2 zeigt, 
daB der Originalextrakt aus Pferde-Pankreas eine Depression von 
30,6°% ergibt, wihrend schon bei einer Verdiinnung auf 4/, die Depression 
nur noch 4,6% betrigt, also schon innerhalb der Fehlergrenze der 
Methode (-+- 5%) liegt. 

Es kann aber vorkommen, daB sich bei der Auflésung der Organ- 
lipoide in der Palmitinaldehyd-Kisessiglésung diese nicht restlos lésen. 
In einem solchen Fall haben wir im Eisessig zwar die ganze Palmitin- 
aldehydmenge, die stérenden Fette liegen aber zum Teil ungelést im 
Ansatz und kénnen daher die Farbstoffsynthese nicht beeintrachtigen. 
In solchen Fallen, wie bei dem Hammel-Leber-Extrakt (Tab. 2), er- 
scheint trotz hoher Konzentration eine Depression nicht aufzutreten. 
Wahrend normalerweise ein Extraktionsverhiltnis 1:30 angewendet 
wird, wurde hier bewu8t ein konzentrierterer Extrakt im Verhiltnis 
3:20 gewahlt. Hier ergibt der Originalextrakt scheinbar nur eine 
Depression von 3,8%. Die wirkliche Depression kommt aber erst bei 
einer Verdiinnung des Extraktes auf 1/, zum Vorschein, weil sich erst 
jetzt die Fette restlos gelést haben und beim Zusatz der wisserigen 
Reagenzien stérend auswirken kénnen. Bei weiteren Verdiinnungen 
haben wir schon bei 4/, des Originalextraktes nur noch eine Depression 
von 3,8%, sie liegt also schon im Bereich der Fehlergrenze der Methode. 
Bei weiteren Verdiinnungen auf 1/,, und 1/3, andert sich daran nichts 
mehr. Die notwendige Verdiinnung ist unbedenklich, weil die Organe 
einen unvergleichlich viel héheren Gehalt an Acetalphosphatiden auf- 
weisen als das Serum. 


Tab. 2. Einflu8 der Verdiinnung der Organextrakte auf die Bestimmung der 
Acetalphosphatide. 





“4 ii j 1/ 1/ 1/ 1/ 1/ 
Verdiinnung | Orig.-Extr. le | l4 | Is | 16 | /s2 | 





Pferde-Pankreas — 30.6 —14,2|] —8,4] —4,6] +3,0] +3,3] % 
Hammel-Leber — 3,8 —19,2| —7,6| —3,8} +3,3] —1,9] % 





Depression 


Natiirlich ist es nicht notwendig, diese optimale Verdiinnung daran 
zu erkennen, daB man die immerhin komplizierte und zeitraubende 
Methode von F.B.A. zur Ermittlung des ,,Waelsch-Effektes“ anwendet, 
vielmehr geniigt es, einige Verdiinnungsstufen hindurch die regulire 
Methode zur quantitativen Bestimmung der Acetalphosphatide nach 
F.B.A. auszufiihren. Aus dem Proportionalwerten der Extinktions- 
koeffizienten zur Verdiinnung erkennt man, daB der ,,Fetteffekt“ 
aufgehoben ist und damit der ermittelte Extinktionskoeffizient in die 
Ausrechnung eingesetzt werden kann. 
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Methode zur quantitativen Bestimmung der Acetal. 
phosphatide in Organen 
a) Besondere Gerite 

1. Zum Zerkleinern der zur Extraktion vorgesehenen Organe wurde ein Gefrier. 
mikrotom verwendet. 

2. Das Abdampfen der extrahierten alkoholischen Lipoidlésung erfolgte mit 
dem Mikroabdampfgerét nach Boguth®. 

3. Zum Abmessen der kleinen Fliissigkeitsmengen und zum Absaugen des ge. 
farbten Amylalkohols wurde das Mikropipettiergerat von Boguth‘ benutzt, 

4. Die photometrischen Arbeiten wurden mit dem Wechsellicht-Photometer 
»,Wepho* der Firma Zeiss-Opton durchgefiihrt. 

b) Reagenzien 

1. Isopropylalkohol Erg. B. D.A.B. 6. 

2. Fuchsinschweflige Saéure. Man iibergieBt in einem 1-l-MeBkolben 1,00g 
fein zerriebenes reines Parafuchsin (Merck) mit 700 ccm Wasser, sauert 

mit 50 ccm 2-n. HCl an und gibt 5,00 g Natriumbisulfit NaHSO, oder 4,57 g 

Natriumpyrosulfit Na,S,O, (beide reinst, wasserfrei) hinzu, fillt bis zur 

Marke mit Wasser auf und lat unter 6fterem Umschiitteln bis zur vélligen 

Entfarbung stehen. Die FSS wird stets in MeBkolben aufbewahrt, weil der 

lange Hals am besten das Entweichen von SO, bei der Entnahme mit der 

Pipette verhindert. Alle SO,-haltigen Reagenzien miissen stets gut ver- 

schlossen gehalten werden. Sie werden nicht bis zum letzten Tropfen ver. 

braucht, sondern erneuert, wenn sie auf 20° ihres urspriinglichen Volumens 
abgenommen haben.“ 

. SO,-haltiges Wasser wird in der gleichen Weise hergestellt wie die FSS, nur 
ohne Parafuchsin. 

. Verdiinnungsfliissigkeit wird so hergestellt, da8 man in einem Scheidetrichter 
SO,-haltiges Wasser mit dem 10. Teil Amylalkohol 5 Min. schiittelt. Nachdem 
sich beide Fliissigkeiten voneinander getrennt haben, wird durch ein doppeltes 
feuchtes Faltenfilter filtriert. 

5. Amylalkohol, reinst (Merck, Darmstadt)?. 
ec) Durchfihrung einer Bestimmung 

Ein 50-ccm-Erlenmeyerkolben, nach Moéglichkeit mit Schliffstopfen, wird 
zunachst auf 4 Dezimalen genau gewogen. Sodann schneidet man von dem frisch 
entnommenen Organ mit dem Gefriermikrotom Schnitte von 50m Dicke. Mit 
Hilfe einer Pinzette oder eines zu einem Haikchen umgebogenen Glasstabes gibt 
man diese Schnitte in den abgewogenen Kolben. Es ist dabei peinlich darauf zu 
achten, daB der Schliffteil nicht mit den jetzt wieder auftauenden Schnitten ver- 
unreinigt wird. Es werden soviele Schnitte gemacht, bis beim erneuten Wiegen 
die Menge von etwa 1 g erreicht ist. (Es kann natiirlich auch eine kleinere Substanz- 
menge angesetzt werden, die Hauptsache ist, daB das Verhaltnis 1: 30 gewahrt 
bleibt!) Der Kolben ist dabei stets verschlossen zu halten, um ein Verdunsten 
von Wasser aus den jetzt wieder auftauenden Schnitten zu verhindern. Jetzt 
setzt man mit einer Biirette die 30-fache Menge Isopropylalkohol zu und extrahiert 
unter wiederholtem, kraftigem Schiitteln 15 Minuten. Hierauf wird durch ein 
trockenes Faltenfilter von 15cm Durchmesser filtriert, wobei der Trichter mit 
einem Uhrglas bedeckt ist um ein Verdampfen des Alkohols zu vermeiden. Fiir die 
Aufbewahrung des Filtrates (Originalextrakt) wird zweckmaBig wieder ein Schiiff- 
kolben bereitgestellt. 

Man nimmt jetzt 4 Reagenzgliser von ungefahr 10 ccm Inhalt und bringt 
in alle mit einer Pipette 4ccm Isopropylalkohol. Weiterhin nimmt man vom 
Originalextrakt mittels einer Pipette genau 4 ccm, gibt sie in das erste vorbereitete 
Rohrchen mit Isopropylalkohol und mischt gut durch. Man hat so die erste Ver- 


3]. c.1, und zwar S. 99. 
4 W. Boguth, diese Z. 285, 93 [1950]. 
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dinnungsstufe (?/. Originalextrakt) erhalten. Dieses und die folgenden Réhrchen 
sind tunlichst sofort mit der Verdiinnungsstufe zu bezeichnen, um unliebsamen 
Verwechslungen vorzubeugen. Von der ersten Verdiinnung entnimmt man wiederum 
mit einer trockenen Pipette 4 ccm und 14Bt sie in das nachste vorbereitete Réhrchen 
einlaufen. Nach Vermischung hat man damit die 2. Verdiinnungsstufe erhalten, 
welche nur noch 4/, des Originalextraktes enthalt. Die 3. und 4. Verdiinnungs- 
stufe sowie alle weiteren eventuell nétigen werden in analoger Weise immer so 
hergestellt, daB man zu 4 ccm Isopropylalkohol 4 ccm der jeweils vorhergehenden 
Stufe zusetzt. Es ist zweckmaBig, dazu immer die gleiche (getrocknete) Pipette 
m benutzen, weil dadurch das Mitschleppen eines Pipettenfehlers verhindert wird. 

Nun macht man mit 2ccm des Originalextraktes eine Mikrobestimmung, 
wie sie F.B.A.1 angegeben haben. Ein Gleiches geschieht mit 2 ccm der ersten 
Verdiinnung. Vergleicht man die beiden ermittelten Werte, so miissen diese der 
Verdiinnung proportional sein, d.h. der zuletzt gemessene muB innerhalb der 
Fehlergrenze der Methode (-+- 5%) die Halfte des vorherigen betragen. Ist das 
der Fall, so ist schon bei dieser Verdiinnung kein ,,Fetteffekt‘‘ mehr vorhanden 
und die Werte kénnen zur Berechnung eingesetzt werden. Sind sie einander 
jedoch nicht proportional, so miissen von den folgenden Verdiinnungen so lange 
Bestimmungen vorgenommen werden, bis die Extinktionskoeffizienten den Ver- 
dinnungen proportional sind. 

Am Photometer wird bei Verwendung einer Gliihlampe das Filter § 53 ein- 
gesetzt, bei Quecksilberlicht Filter Hg 546. 

Ist das Filtrat, wie z. B. bei Organen vom Pferd oder bei Eigelb, durch Lipo- 
chrome stark gelb gefarbt, so muB die Extinktion dieses ,,Gelbwertes“ bestimmt 
ud von der Extinktion der Farblésung abgezogen werden. Die Bestimmung 
des ,,Gelbwertes‘‘ geschieht in der gleichen Weise wie eine Normalbestimmung, 
nit der Einschrankung, daB anstatt der FSS nur SO,-haltiges Wasser zugesetzt 
wird, d. h. einer Lésung, die sich von der FSS nur durch das Fehlen von Fuchsin 
unterscheidet. Es ist empfehlenswert, diesen Ansatz ebenfalls 15 Min. stehen zu 
lassen, um eine eventuelle Entfarbung durch das SO, zu ermitteln. Bei diesen 
Versuchen ist zwar eine solche nicht beobachtet worden. Ganz schwache Gelb- 
firbungen des Extraktes kénnen unberiicksichtigt bleiben. 


d) Berechnung 
Die Berechnung der Acetalphosphatide erfolgt bei Anwendung von Gliih- 
licht und Filter S53 nach der Formel: 
mg% = k- 34> 2n, 
Fir Quecksilberlicht mit Filter Hg 546: 
mg% = k- 29,50 - 2n. 


e) Ermittlung des analytischen Faktors 

Wie aus den obigen Ansatzen zu ersehen ist, unterscheidet sich der analytische 
Faktor fiir die Berechnung der Acetalphosphatide von dem friiher fiir Serum 
angegebenen nur dadurch, daB, um den notwendigen Verdiinnungen gerecht zu 
werden, eine zusatzliche Multiplikation mit 2” notwendig ist. m ist dabei die Zahl 
der Verdiinnungen und betragt fiir den Originalextrakt = 0, fiir die erste Ver- 
dinnung = 1, fiir die 2. Verdiinnung = 2 usw. Es mag das zunachst verwunder- 
lich erscheinen, handelt es sich doch bei der Methode von F.B.A. fiir das Serum 
um 1 Volumen Serum + 30 Volumteilen Alkohol, wahrend hier 1 Gewichtsteil 
Organsubstanz mit der 30-fachen Menge (in ccm) Alkohol extrahiert wird. Man 
miBte also eigentlich den analytischen Faktor durch das spezifische Gewicht 
des Organs dividieren. Nach der Durchfiihrung der Bestimmung und der Be- 
rechnung wiirde man jedoch wie bei der Serumbestimmung den Gehalt an Acetal- 
phosphatiden im Volumen eines Organes erhalten. Um aber den Gehalt im 
Gewicht des Organs zu bekommen, miiBte man den analytischen Faktor mit dem 
spezif. Gewicht multiplizieren. Das spezif. Gewicht erscheint daher im Zahler 
wie im Nenner und fallt weg. 
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Durch die Beriicksichtigung der bei der Methode notwendigen Verdiinnungen 
des Originalextraktes in der Ausrechnung durch eine Multiplikation mit dem 
Faktor 2” werden apparative und methodische Fehler selbstverstandlich mit. 
multipliziert. So ergibt sich z. B. bei Zugrundelegung eines solchen Fehlers von 
k = + 0,005 bei fortlaufender Verdiinnung ein Fehler von: 

Grad der Verdiinnung 2° 2} 2? 28 24 

Fehler + mg % 0,17° 0334 068 1,26 2:72 
Dieser Umstand setzt absolut einwandfrei exaktes Arbeiten voraus. Es sind 
grundsatzlich Doppelbestimmungen anzusetzen und nur bei genauer Uberein. 
stimmung der Werte sind diese in die Ausrechnung einzusetzen. Beim Vorliegen 
zweier proportionaler Extinktionskoeffizienten ist im Interesse der Genauigkeit, 
wie obiges Zahlenbeispiel zeigt, stets der der weniger starken Verdiinnung in die 
Ausrechnung aufzunehmen. 


Anhang 


Einige Beispiele (Blut und Organe verschiedener Tiere), geordnet nach 
steigendem Plasmalogengehalt: 





o/ 
mg7/o | mg” 





Blut vom Schwein. .. . Blut vom Huhn..... 12,75 
Blut vom Leber vom Schwein. . . 12,36 
Blut vom Mis: i 5 Kigelb . . 12,67 
Blut vom Rss go Pankreas vom Schwein. . 32,14 
Blut vom Schwein. .. . Milz vom Schwein. .. . 43,43 
Blut vom Kaninchen . . Nebenniere Rind 
Blut ) MORK 26s sans oe 7 AO — 
Blut as i UGG So se se os os 1 — 
Blut i Ris Skelettmuskel vom Rind . 168,64 
Blut vom Schwein. . . . Thymus vom Kalb .. . | 191,50 
Blut vom Pferd Gehirn v. Rind, graue Subst. | 295,19 
Blut vom Rind 7 Herzmuskel vom Rind. . 301,55 
Blut vom Mensch... . ; Gehirn v. Rind, weiBe Subst. | 821,44 











Beim Gehirn fallt der auBerordentlich hohe Plasmalogengehalt in der weiBen 
gegeniiber der grauen Substanz auf. Damit werden die Versuche von Stammler® 
mit der histochemischen (,,Plasmal‘‘-)Reaktion iiber das Vorkommen der 
Acetalphosphatide in den Markscheiden bestitigt. 

Auch der hohe Gehalt der Herzmuskulatur gegeniiber der Skelettmuskulatur 
scheint bemerkenswert und regt zu weiteren Versuchen an. 


Zusammenfassung 


Es wurde eine Methode vorgeschlagen, mit der es moglich ist, 
unter Anwendung der von F.B.A. fiir das Serum angegebenen Methode 
die Acetalphosphatide in Organen quantitativ zu bestimmen. Es wurde 
gezeigt, daB stérend wirkende Fette der Organe durch einfaches Ver- 
diinnen des Originalextraktes mit dem Lésungsmittel ausgeschaltet 
werden kénnen. Zum Schlu8 wurden Beispiele fiir den Gehalt von Blut 
verschiedener Tiere sowie von verschiedenen Organen angegeben. 


5 Stammler, Dtsch. Z. Nervenheilkunde 168, 305 [1952]. 
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(Der Schriftleitung zugegangen am 25. April 1953) 


Die im Bereiche niedrigmolekularer EiweiBbausteine so erfolg- 
reichen chromatographischen Trennungsmethoden sind bisher fiir die 
Trennung von hoéheren EiweiBabbauprodukten oder von Proteinen 
selbst nur selten mit Erfolg angewandt worden. Franklin, Quastel 
und Mitarbeiter! haben papierchromatographische Trennungen an 
Proteinen beschrieben, wobei zur Entwicklung waBrige Zuckerlésungen 
oder Salz- bzw. Pufferlosungen Verwendung fanden. Von Giri und 
Prasad? wurden kochsalzhaltige Wasser-Aceton-Gemische, von Cabib*™* 
Mischungen aus Athanol und Phosphatpuffer fiir den gleichen Zweck 
angewandt. In keinem dieser Versuche handelt es sich um zweiphasige 
Lésungsmittelsysteme und die im ganzen wenig befriedigenden Trenn- 
effekte diirften bei den ohne Mitverwendung organischer Lésungsmittel 
durchgefiihrten Versuchen von Quastel und Mitarbeitern sicher, bei 
den in Gegenwart von Athanol bzw. Aceton ausgefiihrten wahrschein- 
lich in der Hauptsache auf unterschiedliche Adsorption auf dem Filtrier- 
papier, aber kaum auf einer echten Verteilungschromatographie beruhen. 
Die zwischen Hall und Wewalka einerseits, Franklin, Quastel 
und van Straten andererseits gefiihrte Diskussion® zeigt, wie schwierig 
in ihrer Durchfiithrung und wie vorsichtig zu bewerten diese Versuche 
sind*, Neuerdings sind einige verteilungschromatographische Versuche 
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an Proteinen unter Verwendung von Mono-Athern des Glykokolls be- 
schrieben worden**. Auch die reine Adsorptionschromatographie, wie 
sie z. B. Zechmeister und Rohdewald* zur Trennung von 
Fermenten verwendet haben, liefert anscheinend im allgemeinen recht 
breite Zonen. Aussichtsreich kénnte nach den bisher veréffentlichten 
Ergebnissen‘** die Chromatographie an geeigneten Ionenaustauschern 
sein. Im ganzen diirfte einer chromatographischen Trennung der 
Proteine schon deswegen eine beschrankte Bedeutung zukommen, weil 
fiir diesen Zweck in den Methoden der Ultrazentrifuge und der Elektro- 
phorese zwei unabhingige Trennungsverfahren von hoher Leistungs- 
fahigkeit zur Verfiigung stehen. 

Bei héheren Proteinabbauprodukten, wie sie beispielsweise 
bei der stufenweisen Hydrolyse mit einheitlichen Proteinasen gebildet 
werden, kann zwar, namentlich mittels des in unserem Laboratorium 
entwickelten Verfahrens®® der kontinuierlichen Elektrophorese in 
einem strémenden System, wobei Adsorptionseffekte kaum stérend 
wirken®’, in vielen Fallen eine erstaunlich weitgehende und scharfe 
Trennung in eine gréBere Zahl von Einzelfraktionen erreicht werden. 
Da aber das Ziel einer vollkommenen Auftrennung solcher Hydrolysen- 
gemische und die Sicherstellung der Einheitlichkeit der einzelnen 
Fraktionen, der fiir die Konstitutionsaufklarung der Proteine eine 
wachsende Bedeutung zukommt, nur durch eine Kombination mehrerer, 
ihren Wesen nach mdglichst verschiedener Trennungsmethoden erreich- 
bar erscheint, ist es sehr wiinschenswert, auch die chromatographischen 
Methoden im Bereiche héherer oder doch wenigstens mittlerer Peptid- 
bruchstiicke weiter zu entwickeln. Versuche zur chromatographischen 
Trennung enzymatisch gebildeter Peptidgemische sind bisher nur 
selten durchgefiihrt worden*. Im Gegensatz zu Phillips®, der die 
mit kristallisiertem Chymotrypsin erhaltenen Abbaugemische aus 
Insulin durch Papierchromatographie mit Phenol/Collidin bzw. Butanol/ 
Essigsaiure nicht zu einheitlichen Fraktionen aufzutrennen vermochte, 
scheint Sanger?® bei der zweidimensionalen Papierchromatographie 
enzymatisch gebildeter Abbauprodukte des Insulins unter Verwendung 


4a R. R. Porter, Biochem. J. 58, 320 [1953]. 

4b L. Zechmeister u. M. Rohdewald, Enzymologia [Den Haag] 13, 
388 [1949]. 
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N. K. Boardman u. 8S. M. Partridge, Nature [London] 171, 208 [1953]. 

5 W. GraBmann u. K. Hannig, diese Z. 292, 32 [1953]. 

6 W. GraBmann, Ciba Foundation London, Dez. 1952. 

7 R. Weber, Helv. chim. Acta 36, 424 [1953]. 

8 M. Ottesen u. A. Wollenberger, Nature [London] 170, 801 [1952]; 
J.A.V. Butler, E.C. Dodds, D.M.P. Phillips u. J.M.L. Stephan, Bio- 
chem. J. 42, 116, 122 [1948]. 

® D.M. P. Phillips, Biochim. biophysica Acta 3, 341 [1949]. 

10 F. Sanger u. H.Tuppy, Biochem. J. 49, 481 [1951 b]; F. Sanger u. 
E.0.P.Thompson, Biochem. J. 58, 366 [1952]. 
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der Lésungsmittelpaare Butanol/Essigsiure und Phenol bzw. Kresol/ 
Ammoniak zu einheitlichen Spaltstiicken und eindeutigen Ergebnissen 
hinsichtlich ihrer Konstitution gelangt zu sein. 

Das Verteilungsgleichgewicht zwischen einem stark polaren Losungs- 
mittel, wie z. B. Wasser, und einem weniger polaren organischen Lésungs- 
mittel sollte sich bei Peptiden mit steigender Kettenlinge und dem- 
entsprechend steigendem Dipolmoment zu Ungunsten der organischen 
Phase verschieben (vgl. 14) und es sollten dementsprechend die Ry-Werte 
in der Papierchromatographie mit steigender Kettenlange abnehmen. 
Fir die meisten in der Papierchromatographie verwendeten Lésungs- 
mittel ist dies auch der Fall!?-'5, Ein vollkommen entgegengesetztes 
Verhalten zeigt indessen das Phenol! 14 15, Wie aus den genannten 
Arbeiten hervorgeht, und wie die Werte der Tab. 1 bestiatigen, steigt 
mit Phenol der Ry-Wert mit steigender Kettenlinge an. Dies gilt fiir 
Systeme aus Phenol/Wasser allein, ebenso aber auch fiir Mischungen, 
die noch zusiatzlich Eisessig enthalten, der sich im tibrigen dabei stets 
im Sinne einer Erhéhung aller Ry-Werte auswirkt. Das hinsichtlich 
der Abhangigkeit von der Kettenlinge abweichende Verhalten des 
Phenols ist deswegen besonders auffallend, weil beziiglich der iibrigen 
fiir den Ry-Wert maBgeblichen Molekiilgruppen das Phenol mit den 
anderen organischen Lésungsmitteln, z. B. Butanol, durchaus tiberein- 
stimmt: Langere lipophile Seitenketten fiihren bei Phenol genau so 
zu einem Ansteigen der Ry-Werte wie bei den iibrigen Losungsmitteln. 


EiweiBkérper schlieBen sich in ihrem Verhalten den hédheren 
Peptiden an. Wie Tab. 2 an einer Anzahl von Beispielen belegt, ver- 
teilen sich Gelatine, Albumin und y-Globulin zwischen Wasser und 
Phenol ausschlieBlich zugunsten der Phenolphase, zwischen Wasser 
und n-Butanol ausschlieBlich zugunsten der waiBrigen Phase. Vom 
Globin und vom Clupein, die als salzsaure Chloride bzw. Sulfate ver- 
wendet wurden, wird dagegen bei der Verteilung zwischen Phenol und 
Wasser ein immerhin beachtlicher Anteil in der waBrigen Phase ge- 
funden. Die Unterschiede sind so groB, da in vielen Fallen eine Trennung 
verschiedener Proteine durch Verteilung zwischen Wasser und Phenol, 
sei es durch einfaches Ausschiitteln, sei es in der Anordnung der Gegen- 
stromverteilung, méglich sein sollte. Durch Zusatz von n-Butanol (und 
anderen organischen Lésungsmitteln) hat man es dabei in der Hand, 


11 A, J.P.Martin, Ann. New York Acad. Sci. 49, 249 [1948]; A. J.P. 
Martin, Biochem. Soc. Sympos. Nr. 3, 1 [1949]; R.T. Williams, Partition 
Chromatography, Cambridge 1950, 8S. 4 u. zw. 8.6; R. J. Cohn u. J. T. Edsall, 
Proteins, Amino Acids and Peptides as Ions and Dipol Ions; New York 1943, 
u. zw. S. 196 ff. 

122K, Heyns u. W. Walter, Naturwiss. 39, 64 [1952]; K. Heyns u. G. 
Anders, diese Z. 287, 1 [1951]. 

18 A.H.Cook u. A.L. Levy, J. chem. Soc. 1, S. 646—651 u. 651—656 
[1950]. 
14H. Brockmann u. H. Musso, Naturwiss. 38, 11 [1951]. 

1 C,A. Knight, J. biol. Chemistry 190, 753 [1951]. 
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das Verteilungsgleichgewicht zuungunsten der organischen Phase zu 
verschieben. Zwischen Wasser und einem Gemisch aus Phenol und 
n-Butanol (1:1) beispielsweise verteilt sich Gelatine so, das rund 1), 
in der organischen, 2/; in der wiBrigen Phase verbleiben. 

Diketopiperazin entspricht in seinem Verteilungsverhalten gegen- 
iiber Wasser/Phenol einerseits und Wasser/n-Butanol andererseits weit- 
gehend den Proteinen. Allerdings liegt im System Phenol/Wasser das 
Verteilungsgleichgewicht nicht so ausschlieBlich zugunsten der Phenol- 
phase wie bei den von uns untersuchten EiweiSstoffen. 





a b c d 
n-Butanol-Wasser n-Butanol-Eisessig-Wasser Phenol - Wasser Phenol-Eisessig-Wasser 
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Abb. 1. Papierchromatographisches Verhalten von Proteinen I. 1 = Human- 
Albumin, 2 = Globin-Hydrochlorid, 3 = Clupeinsulfat, 4 = y-Globulin. 
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Die hohe Affinitat der Proteine zur Phenolphase liegt der sch6nen 
praparativen Methode zugrunde, die von Westphal, Lideritz und 
Bister!® fiir die Trennung von Proteinen und Polysacchariden bak- 
teriellen Ursprungs angegeben worden ist. 


Die Verteilungskoeffizienten wurden folgendermafen bestimmt: 20 ccm 
der 0,2—0,5-proz. waBrigen EiweiBlésung, die im Falle des y-Globulins noch 
1°% NaCl enthielt, wurden in einem spitz zulaufenden Scheidetrichter mit 20 ccm 
des organischen Liésungsmittels unter méglichster Vermeidung starkerer Emulsions- 
bildung durchgeschiittelt und bis zur klaren Trennung der beiden Phasen stehen 
gelassen. Die Durchfiihrung der Kjedahlbestimmungen an den beiden Phasen 
wurde das Lésungsmittel im Vakuum abgedampft, das denaturierte Protein mit 
etwas NaOH gelést und sodann quantitativ in den Kjeldahlkolben gespiilt. 


16 A.Westphal, O.Liideritz u. F.Bister, Z. Naturforschg. 7b, 148 
[1952]; O. Westphal, Angew. Chem. 57, 57 [1944]; O. Westphal u. F. Bister, 
Angew. Chem. 57, 128 [1944]; O. Westphal, etal.: Z. Naturforschg. 2b, 25 
[1947]; O. Westphal, O. Liideritz, E.Eichenberger u. W. Keiderling, 
Z. Naturforschg. 7b, 536 [1952]. 
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Das papierchromatographische Verhalten der Proteine entspricht 
weitgehend dem auf Grund der Verteilungsversuche zu erwartenden. 
Mit n-Butanol/Wasser bleiben alle gepriiften Proteine, namlich 
Humanalbumin, «-, -, y-Globulin, Globin-Hydrochlorid und Clupein 
ausnahmslos an der Auftragstelle sitzen (Abb. la). Dasselbe gilt im 
wesentlichen auch fiir ein n-Butanol/EHisessig/Wasser-Gemisch (4: 1: 5), 
wobei nur vom Albumin und Globin- ‘Hydrochlorid eine geringe Menge 
Substanz unter Bildung einer wenige Zentimeter langen ,,Fahne‘‘ 
weiter bewegt wird (Abb. 1b). Bei Verwendung von Phenol/Wasser 
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Abb. 2. Papierchromatographisches Verhalten von Proteinen II. 1 = Human- 
Albumin, 2 = Globin-Hydrochlorid, 3 = Clupeinsulfat, 4 = y-Globulin. 


wanderten die gepriiften Proteine (Humanalbumin, Globin-Hydrochlorid, 
y-Globulin und Clupein) ausnahmslos scharf mit der Lésungsmittelfront , 
wobei lediglich das Clupein, das seines stark basischen Charakters wegen 
stark adsorbiert wird, eine lange, iiber den ganzen Streifen reichende 
,Schleppe‘‘ nachzieht (Abb. 1c). Zusatz von Eisessig bringt, ahnlich 
wie im Falle basischer Farbstoffe’’, den Adsorptionseffekt zum Ver- 
schwinden (Abb. 1d). 


o-Kresol, das in Gegenwart von 0,03°% Ammoniak verwendet 


wurde, unterscheidet sich vom Phenol sehr wesentlich. Von den ge- 
priiften Proteinen bleiben drei so gut wie vollstindig an der Auftrag- 
stelle sitzen, waihrend das Globin-Hydrochlorid mit einem Ry-Wert 
von etwa 0,82 wandert, allerdings ebenfalls unter maBiger Schleppen- 
bildung (Abb. 2a). 


Globin kann also mit diesem Lésungsmittelgemisch 


17 W.GraBmann u. K. Hannig, diese Z. 292, 32 [1953], u. zw. S. 50. 
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von den drei anderen genannten Proteinen getrennt werden. Es ist 
bemerkenswert, daB die Einfiihrung der Methylgruppe geniigt, die 
Eigenschaften des o-Kresols als Lésungsmittel weitgehend an diejenige 
des n-Butanols anzunihern. 

Das Verhalten in einem Phenol/n-Butanol-Gemisch (2:1) ist 
demjenigen in o-Kresol/Ammoniak sehr ahnlich. 

Clupein, y-Globulin und Albumin bleiben an der Auftragstelle 
sitzen, wobei von letzterem ein kleiner Anteil als ,,Fahne“ abgeldst 
wird; Globin-Hydrochlorid wandert auch in diesem Fall (Ry-Wert 
0,86), wiederum unter Schleppenbildung (Abb. 2b). Zusatz von Essig- 
siure (Phenol/n-Butanol/Eisessig/Wasser, 5: 2,5: 1:5) erhéht den Ry- 
Wert fiir Globin-Hydrochlorid unter gleichzeitigem Verschwinden der 
, Schleppe“ und bewirkt, daB nunmehr auch das Albumin mit hohem 
Ry-Wert wandert; y-Globulin bleibt auch unter diesen Umstiinden 
vollstandig, Clupein zum groBen Teil an der Auftragstelle sitzen (Abb. 2c). 
Es kénnen also auch in dieser Mischung papierchromatographische 
Trennungen der untersuchten Proteine vorgenommen werden. 

Die Trennung von Albumin und y-Globulin kann iibrigens auch mit dem 
Lésungsmittelgemisch Tetrahydrofuran-Veronalpuffer pg 8,6 (6:4) durch- 
gefiihrt werden: Das Albumin wandert dabei mit einem Rr-Wert von 0,86, y- 
Globulin bleibt an der Auftragstelle sitzen (Abb. 2d). 

Dem beschriebenen Verhalten liegt offenbar eine spezifische 
Affinitét des Phenols zu EiweiSkérpern und héheren Peptiden, d. h. 
zu ihren —CONH-Bindungen zugrunde. Additionsverbindungen von 
Phenol an Diketopiperazin sind schon vor langem von Pfeiffer'® 
beschrieben worden. Die Bindung pflanzlicher Gerbstoffe an Kollagen 
erfolgt, wie heute allgemein angenommen wird, nicht durch irgend- 
welche salzbildende Gruppen der beiden Reaktionsteilnehmer, sondern 
durch Wasserstoffbriickenbindung vom Phenolhydroxyl zur —CONH- 
Gruppe!®. Dies ergibt sich unter anderem daraus, daf8 Formaldehyd- 
Harnstoff-Kondensationsprodukte?° und Polyamide”! sich gegeniiber 
pflanzlichen Gerbstoffen in gleicher Weise verhalten wie EiweiBkorper. 

Es wirkt stérend bei derartigen Versuchen an Eiwei8kérpern und 
schrankt die Brauchbarkeit dieses Weges fiir die Trennung und Iso- 
lierung von Proteinen ein, daB die Einwirkung von Phenol zu einer 
Denaturierung fiihrt, die hiufig mit der Abscheidung eines, meist aller- 
dings geringen, unldéslichen EiweiSanteils verbunden ist. Diese Ab- 
scheidung, nicht aber die Denaturierung selbst, kann durch Hinzufiigen 
von Thioharnstoff, Lithiumjodid oder Guanidinjodid in hinlanglich 
hoher Konzentration verhindert werden. 





18 P. Pfeiffer, Organ. Molekiilverbindungen, Stuttgart 1927. 

19 A. Kiinzel, Angew. Chem. 50, 308 [1937]; 8S. G. Shuttleworth u. 
G. E.Cunningham,.J. Soc. Leather Trades’ Chemists 32, 183 [1948]; Shu- 
Tung Tu u.R. M. Lollar, J. Amer. Leather Chemists Assoc. 45, 324 [1950]; 
A. Kiinzel, Leder, 8, 137 [1952], dort weitere Literatur. 

20 W. GraBmann, P.C. Chii u. H. Schelz, Collegium 809, IX, 530 [1937]. 

21 H. Batzer u. G. WeiBenberger, Makromolekulare Chem. 7, 323 [1952]. 
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Auch bei der Papierchromatographie mit Phenol oder Phenol/ 
Butanol-Gemischen bleibt stets ein mehr oder weniger groBer Teil des 
Proteins an der Auftragstelle sitzen, der offenbar denaturiert ist. Der 
wandernde Teil des Proteins aber erfihrt dabei im allgemeinen keine 
weitere Verainderung unter Abscheidung unldslichen Proteins; andern- 
falls miiBte ja das Protein eine ,,Schleppe‘‘ aus denaturiertem Material 
nachziehen, was im allgemeinen nicht der Fall ist. 
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Abb. 3. Papierchromatographische Auftrennung einiger Enzymhydrolysate aus 

Kollagen. Abbau mit: Pepsin, basische Fraktion I; Pepsin, sauere Fraktion IT; 

Chymotrypsin, basische Fraktion III; Chymotrypsin, saure Fraktion IV; Tryp- 

sin, basische Fraktion V (Lésungsmittel: Phenol/n-Butanol/Eisessig/Wasser 

50: 25:10:50). Aufsteigende Chromatographie auf Wh. Nr. 1-Papier. [x = Auf- 
tragstelle. 


Entsprechendes gilt hinsichtlich der Abscheidung’ denaturierten 
Proteins beim Verteilungsversuch. Wenn man von der meist geringen 
Menge Protein, die sich beim Vermischen der Proteinlésung mit dem 
wassergesittigten Phenol denaturiert abgeschieden hat, abfiltriert, dann 
bleiben bei weiterem Stehenlassen die beiden Phasen iiber lange Zeit 
klar, obwohl sie noch die Hauptmenge des angewandten Eiweibes 
enthalten. 
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Die Moéglichkeit, Proteine durch Phenol auszuschiitteln, wie auch 
die denaturierende Wirkung des Phenols, beruhen offenbar auf der 
gemeinsamen Ursache, daB das Phenol unter Bildung von Wasserstoff- 
briickenbindungen mit den Peptidketten in Wechselwirkung tritt. 
Wenn auf diese Weise die in EiweiB priformierten Wasserstoffbindungen 
gelést sind, kann es entweder, ahnlich wie bei der Hitzekoagulation, 
zu einer Stabilisierung in Form des unldéslichen Koagulats oder zu einer 
mehr oder weniger vollkommenen Auflésung der Polypeptide kommen, 
die nun nicht mehr durch zwischenmolekulare Krafte zusammen- 
gehalten sind. So erklart es sich vielleicht, daB das einmal in Phenol 
geléste Protein, obzwar ohne Zweifel denaturiert, nicht mehr zur 
Koagulation kommt. 

Bei der Trennung hoherer EiweiBabbauprodukte, wie sie 
beispielsweise durch enzymatischen Abbau erhalten werden, ist natiir- 
lich mit St6rungen durch Denaturierung nicht zu rechnen und die 
Verwendung phenolhaltiger Losungsmittelsysteme erscheint daher 
gerade hier besonders leistungsfihig. Mit Phenol allein wandern der- 
artige hdhere Peptide vielfach sehr rasch, mit Butanol/Essigsiure 
dagegen oft unbequem langsam. Mischungen aus Phenol/Butanol/Kis- 
essig haben sich uns dagegen in zahlreichen Fallen als gut geeignet fiir 
scharfe Trennungen und anderen Lésungsmitteln oft erheblich iiberlegen 
erwiesen. -Als Beispiele seien angefiihrt die Chromatogramme von 
basischen oder sauren Abbaugemischen, die durch Hydrolyse mit 


Tab. 1. Rr-Werte einiger Aminosiuren und Peptide in Mischungen aus Phenol, 
n-Butanol und Eisessig. 
(Angewandt wurden je 0,02 ccm einer m/50-Lésung; absteigend auf Wh Nr. 1 Papier.) 









































= I Ir | mr] iv | v | VI | vin [vit ar x 
Phenol... .. Phenol |200]|200|100 | 75 |100 | 75 | 50/—|] — 
n-Butanol. . . . | Wasser- | _ | _ | 50 | 50 |100 |100 |100 | 80 | n-But. 

f ; gesattigt a. wasser- 
Hisessig. . ... 12,5] 25,0} 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 cee 

, gesattigt 
WVAGBED 6.0.4. «+ 100 | 100 {100 |100 {100 |100 {100 {100 
Substanz .... Ry-Werte 
Glykokoll. . .. 0,47 | 0,49] 0,52) 0,24) 0,19! 0,14] 0,12] 0,11/.0,31] 0,03 
Glycyl-glycin . . 0,57 | 0,61] 0,66} 0,28) 0,20} 0,12] 0,10] 0,09) 0,29} 0,0 
Di-glycyl-glycin . 0,66 | 0,69) 0,75} 0,31] 0,21] 0,11] 0,09] 0,08] 0,38} 0,0 
l-Leucin .... 0,89 | 0,90} 0,93) 0,80] 0,74) 0,66] 0,65] 0,63] 0,68} 0,25 
l-Leucyl-glycin. . 0,89 | 0,89] 0,92) 0,74! 0,69] 0,57] 0,55; 0,51] 0,61} 0,12 
l- ee 

glycin .. ‘ 0,90 | 0,92) 0,92!.0,74| 0,66] 0,52] 0,51] 0,44' 0,51] 0,05 
l-Tyrosin .... 0,58 | 0,72] 0,74] 0,40) 0,31] 0,27] 0,27] 0,27] 0,47 — 
Glycyl-l-tyrosin . 0,69 | 0,72) 0,75} 0,39] 0,31] 0,26) 0,25] 0,20] 0,46} 0,02 
1-Leucy]-l-tyrosin 0,94 | 0,89] 0,91) 0,78) 0,73] 0,66] 0,68] 0,61]0,70} 0,15 
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Tab. 2. Verteilung von Proteinen zwischen Wasser, Phenol und Butanol. 
Qpu = Verteilungskoeffizient zwischen Phenol/Wasser; Qp = Verteilungs- 
koeffizient zwischen n-Butanol/Wasser; QpH, pn = Verteilungskoeffizient zwischen 

Phenol/n-Butanol (1:1) / Wasser (Gesamtvolumen 40 ccm). 












































Angew. | Verteilun 
Substanz a N fers ne “4 mg N Qpu |Qpu,B] QB 
Phenol 14,56; 13,80; 13,90 
15,67 31,30 
Wasser 0,53; 0,53; 0,29 
Phenol/n-But. 4,63 0,50 
Gelatine 14,35 er) 
Wasser 9,35 
n-Butanol 0,43; 0,48; 0,32 
15,67 0,028 
Wasser 13,50; 14,80; 15,80 
Phenol 6,70 20,90 inl 
6,93 
Human- Wasser 0,32 
Albumin n-Butanol 0,25; 0,18 
6,93 0,032 
Wasser 6,86; 6,93 
Phenol 7,00 
7,11 25,00 
Wasser 0,28 
y-Globulin 
n-Butanol 0,64 
4,02 0,151 
Wasser 4,23 
Phenol 5,45 
8,93 1,39 
Globin- Wasser 3,92 
Hydrochlorid n-Butanol 0,28 
8,93 0,031 
Wasser 9,14 
Phenol 8,81 
12,50 2,21 
Clupein- Wasser 3,99 
sulfat n-Butanol 0,35 
12,50 0,029 
Wasser 12,10 
Phenol 10,70; 11,10 
14,89 2,77 
Diketo- Wasser 3,78; 4,07 
piperazin n-Butanol 1,74; 1,72 
14,89 0,127 
Wasser 13,90; 13,30 
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krist. Pepsin*, krist. Trypsin*, krist.Chymotrypsin®* und nachfolgende 
Gruppenauftrennung an den Ionenaustauschen IRC—50 (Kationen- 
austauscher), IRA—400 (Anionenaustauscher) gewonnen worden 
waren®s (Abb. 3). Nach dem Ergebnis der durchgefiihrten van Slyke- 
Bestimmungen lag die mittlere Kettenlinge der untersuchten Peptid- 
gemische zwischen etwa 7 und 15 Aminosiureresten. 

Den Behring-Werken, Marburg/Lahn, danken wir fiir die Uberlassung 


von Humanalbumin, y-Globulin und Globin-Hydrochlorid, den Farbwerken 
Héchst, Héchst/Main fiir die Uberlassung von Clupeinsulfat. 


* Das krist. Pepsin ist ein Produkt der Delta Chemical Works, New York 
23, N. Y. USA, das krist. Trypsin bezogen wir von der Worthington Bio- 
chemical Sales Co., Freehold, New Jersey, USA. 

2 J.H. Northrop, Crystalline Enzymes, 135—140, Columbia University 
Press, New York 1939; M. Kunitz u. J. H. Northrop, J. gen. Physiol. 18, 433 
[1934—35]. 

23 §.M. Partridge u. R.G. Westall, Biochem. J. 44, 418 [1949]. 


Uber die Brauchbarkeit der Invertseifentitration 
zur Proteinbestimmung in biologischem Material 
Von 
K. H. Kimbel und M. Amon 
Aus der Medizinischen Universitiats-Poliklinik Wiirzburg, Direktor Prof. Dr. N. Henning 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Mai 1953) 


Von den zahlreichen Methoden, die zur Bestimmung des Eiweibge- 
haltes in biologischem Material angegeben worden sind, empfiehlt sich 
die Invertseifentitration durch besondere Einfachheit und geringen appa- 
rativen Aufwand. Sie beruht auf der Bildung eines unléslichen Anionen- 
Kationenkomplexes zwischen Protein und verschieden substituierten 
quartéren Ammoniumbasen in alkalischem Milieu. Die dabei allmahlich 
einsetzende Triibung, die bei einem Uberschu8 an Invertseife wieder 
abnimmt, wird bei einer willkiirlich gewahliten Intensitaét auf die ver- 
brauchte Menge Ammoniumbase bezogen und aus einer Eichkurve der 
Proteingehalt der vorgelegten Probe ermittelt. 

Im deutschen Schriftum haben sich Pfankuch und Kausche? und K. H. 
Schmidt? mit dem Reaktionsablauf niher befaBt. Wegen ihrer eiweiBfallenden 


Wirkung sind verschiedene dieser quartéren Ammoniumbasen als Desinfektions- 
mittel im Handel. 


1K. Pfankuch u. G. A. Kausche, Biochem. Z. 312, 72 [1942]. 
2 K.H. Schmidt, diese Z. 277, 177 [1942]. 
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Chinard', der die Invertseifentitration erstmals zur Eiwei8bestimmung im 
Urin verwendete, priifte einige in Amerika handelsiibliche Praparate auf ihre Kig- 
nung zur Titration durch Vergleich mit der Biuretreaktion. Abelin und Pfister* 
fiihrten die Methode in Europa ein und verwendeten sie mit einem schweizer Pra- 
parat zur Bestimmung der proteolytischen Aktivitét von Fermenten. 


Wir wurden auf die Invertseifentitration aufmerksam, als wir nach einer 
einfachen Methode suchten, die im Stande ist, den seit Jahrzehnten als vdllig 
unzureichend bekannten ,,Esbach‘‘ abzulésen. Da die erstaunliche Resistenz der 
Esbachschen EiweiSbestimmung im Urin nicht nur in der konservativen Einstel- 
lung der Kliniklaboratorien begriindet, sondern auch dem Versagen mancher Ver- 
besserungsvorschlage zuzuschreiben ist, war eine besondere kritische Priifung der 
Reaktionsbedingungen der Invertseifentitration fiir diesen speziellen Zweck ange- 
zeigt. Chinard® hatte aus ahnlichen Erwagungen schon einige orientierende Ver- 
suche angestellt, die aber zu einem abschlieBenden Urteil iiber die Brauchbarkeit 
der Methode nicht ausreichen. 

Die fiir das Analysenergebnis kritischen Faktoren bei der Titration 
im Urin sind die hohe Konzentration der Salze und der NichteiweiB-N- 
‘Fraktion sowie die Pufferkapazitat der schwach dissoziierten Salze. Im 
Serum kann die Salzkonzentration vernachlassigt werden, da die Emp- 
findlichkeit der Methode eine stirkere Verdiinnung verlangt. Doch sind 
Pufferkapazitat der Serumproteine und der Lipoidgehalt zu beriicksich- 
tigen. Die Bedingungen im Liquor liegen zwischen den beiden; der ge- 
ringere EiweiBgehalt laBt keine stiirkere Verdiinnung zu; die Salzkon- 
zentration mu8B deshalb auch hier beachtet werden. SchlieBlich diirfen 
wir die Uneinheitlichkeit des Proteins nicht vergessen, dessen Zusammen- 
setzung in pathologischem Material meist nur zugunsten einer Fraktion 
verschoben ist. 


Zu unseren Versuchen verwendeten wir die Praiparate: Ds, ,,Helix“ 
(He), ,,Quartamon“ (Qu), ,,Zephirol‘‘ (Ze), die hier im Handel sind, die 
schweizer Praiparate ,,Bradosol‘‘ (Br) und ,,Desogen‘‘ (De) sowie ein 
Versuchspraparat ,,Qu 750°‘. Konstitution und Hersteller sind im ex- 
perimentellen Teil angegeben. 


Wir priiften zuerst die Abhiangigkeit des Titrationsendpunktes von 
der vorgelegten Proteinmenge in dem fiir die Titration in Frage kom- 
menden Konzentrationsbereich. Dieser Endpunkt tritt schleppend ein; 
wir haben ihn daher mit einer im experimentellen Teil beschriebenen Ver- 
suchsanordnung auf eine bestimmte Lichtabsorption festgelegt. Als 
Proteinstandard dienten nahezu reine Human-Albumin- und -y-Globu- 
linlésungen, die mit destilliertem Wasser verdiinnt wurden. Die Ver- 
wendung von 0,9-proz. Kochsalzlosung ergibt gering abweichende Werte. 
Wie aus Abb. 1 hervorgeht, zeigen alle Praparate mit Albumin und y- 
Globulin von 0,02—0,2% lineare Abhangigkeit des Titrationsendpunktes 
von der Proteinkonzentration. Die zur Erreichung des Endpunktes 
notwendige Menge Invertseifenlésung ist dagegen fiir die einzelnen Pra- 


3 F.P. Chinard, J. biol. Chemistry 176, 1439 [1948]. 
41. Abelinu. H. Pfister, Schweiz. med. Wschr. 81, 34 [1951]; Klin. Wschr. 
30, 1036 [1952]. 
7* 
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parate sehr verschieden. Bemerkenswert ist, daB keine Gerade durch 
den Schnittpunkt des Koordinatensystems geht, was auf unspezifische 
Triibungen hinweist. Abb. 1 (A und B) zeigt weiter, daB die Werte fiir 
Albumin- und y-Globulinlésungen gleicher Konzentration erheblich 
differieren. 

Die Abhangigkeit von der Konzentration an Salzen, Harnstoff und 
Kreatinin priiften wir mit molaren Lésungen je eines Natrium-, Kalium., 
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Abb. 1. Titrationswerte steigender Proteinkonzentrationen von 0,02—0,2%. 
- A: Albuminlésung (Humanalbumin ,,Behringwerke‘ in H,O), 
B: Globulinlésung (Human-y-Globulin ,, Behringwerke“ in H,O). 
Ordinate: verbrauchte ml 0,1 proz. Invertseifenlésung; Abszisse: 
Proteinkonzentration. 


Magnesium- und Ammoniumsalzes. Die Titration mit Mg’ in m-Konzen- 
tration war nicht moéglich, nach Zusatz der Natronlauge fiel kolloidales 
Mg(OH),. Erst unterhalb m/100 kann titriert werden; da der Magne- 
siumgehalt des Harns normalerweise schon zwischen m/20 und m/5 liegt, 
k6nnen unverdiinnte Harne nicht untersucht werden. Von den Anionen 
wurden Cl-, SO,-- in m-Konzentration, PO,--- als m- und m/10-Lé- 
sung geprift. Kreatinin und Harnstoff setzten wir in 5- und 10-proz. 
Loésung zu; letztere gab mit den Priparaten He, Qu, De und Ds Aus- 
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fillungen, offenbar durch Reaktion mit der Aminogruppe des Harnstoffs. 
In Abke 2 haben wir die durch die zugefiigten Salze verursachten Fehler 
bei der Titration einer 0,1-proz. Albuminlésung fiir die einzelnen Pra- 
parate dargestellt: 
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Abb. 2. EinfluB verschiedener Harnbestandteile auf die Titration. Ordinate: 

verbrauchte ml 0,1-proz. Invertseifenlésung. Die gebrochene Linie gibt die bendtig- 

ten ml Invertseifeniésung -fiir die reine Proteinlésung ohne Zusatz an. a=NaCl, 

b=Na,SO,, c=Na,HPO,, d=Na;PO,, e=KCl, f=NH,Cl, g=MgS0O,, h=Harn- 
stoff, i—Kreatinin. 


Man sieht, daB einzelne Harnbestandteile in der verwendeten Konzen- 
tration erheblich abweichende Werte ergeben. Ubersteigen auch die 
Mengen den physiologischen Salzgehalt eines Tagesharns von 11, so 
entsprechen sie doch den Verhialtnissen im hochgestellten Harn. Die Ab- 
weichungen sind fiir die einzelnen Praparate annahernd gleich. Bei den 
Priparaten Br, Qu und Q 750 fallt die Verzégerung des Reaktionsab- 
schlusses durch Ammoniumchlorid auf, waihrend dieser bei He und Ds 
durch NH,ClI noch beschleunigt wird. 


Interessante Aufschliisse vermittelten die Untersuchungen tiber die 
Abhangigkeit der Reaktion von der Wasserstoffionenkonzentration. Zur 
Titration wurden Puffer und 0,2-proz. Albuminlésung zu gleichen Teilen 
vorgelegt. Der verwendete Glykokoll-Natronlaugepuffer wurde kurz vor 
der Titration mit der Glaselektrode eingestellt. Wie Abb. 3 zeigt, ver- 
halten sich alle gepriiften Verbindungen bei abnehmender Wasserstoff- 
ionenkonzentration in einer fiir sie charakteristischen Weise: 
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Abb. 3. Abhangigkeit der Titrationswerte einer 0,1-proz. Albuminlésung von der 


Wasserstoffionenkonzentration. Ordinate: verbrauchte ml 0,1-proz. Invertseifen- 
lésung. Abszisse: mit der Glaselektrode gemessene Wasserstoffionenkonzentration. 
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Die Substanzen Q 750 und Br zeigen klare Abhingigkeitsverhilt- 
nisse, wahrend die iibrigen Kurven mehrere Maxima und Minima auf- 
weisen. Die Steigungen im Kurvenverlauf sind, das héher konzentrierte 
Praparat Ds ausgenommen, so groB, daB geringe pg-Anderungen das 
Titrationsergebnis erheblich beeinflussen. Im starker alkalischen Milieu 
(px 13) wird die Abhangigkeit von der Wasserstoffionenkonzentration ge- 
ringer, es empfiehlt sich daher, ein py von 13,0 genau einzuhalten. 

Aus unseren Ergebnissen geht hervor, daB die Invertseifentitration 
mit den gepriiften Priparaten an reinen Proteinlésungen reproduzier- 
bare Werte ergibt, die linear von der Konzentration der vorgelegten 
Proteinmenge (0,02—0,2%) abhangig ist. Infolge der erheblichen Diffe- 
renzen bei der Titration von Albumin- und y-Globulinlésungen gleichen 
Gehaltes ist die Methode zur Proteinbestimmung in pathologisch zusam- 
mengesetztem Serum und Urin ungeeignet. Die im Harn vorkommenden 
Bestandteile beeinflussen das Analysenergebnis in den maximal vor- 
kommenden Mengen erheblich, die Titration in unverdiinntem Harn ist 
deshalb nicht unbedenklich. Die starke Abhangigkeit von der Wasser- 
stoffionenkonzentration verlangt die genaue Einhaltung eines bestimm- 
ten Py-Wertes. Die bei héherer Magnesiumkonzentration auftretende 
Triibung macht die Titration unméglich. 


Beschreibung der Versuche 


1. Herstellung der Invertseifenlésungen 


Verwendet wurden die Praparate: 

,,Bradosol‘ der Ciba A.-G., Basel (Schweiz). 6-Phenoxyaethyl-dimethyldo- 
decyl-ammoniumbromid (Br). 

,,Alkyl-cyclohexamethylen-benzyl-ammoniumchlorid“ der Badischen Ani- 
lin- & Sodafabrik, Ludwigshafen (Ds). 

»,Desogen‘‘ der Firma Geigy A.-G., Basel (Schweiz). «-[p-Tolyl]-dodecyl- 
trimethylammonium-methosulfat, C.3;H,;0,NS (De). 

, Helix‘ der Firma B. Braun, Melsungen. Gemisch verschiedener Fettalkyl- 
cycloalkyl-benzyl-ammoniumchloride (He). Das Praparat wird nach Mitteilung des 
Herstellers nicht mehr geliefert. 

»,Q 750“ der Firma Schiilke & Mayr A.-G., Hamburg 39. Nicht im Handel 
befindliches Versuchspraparat. Methyl-oxyalkyl-alkoxyalkyl-benzyl-ammonium- 
chlorid. 

,, Quartamon“ der gleichen Firma (Qu). Enthalt einen der vorigen Verbindung 
ahnlichen Wirkstoff, aber noch andere eiweiBfallende Substanzen. 

,,Zephirol’’ der Farbenfabriken Bayer, Leverkusen (Ze). Gemisch ver- 
schiedener Alkyldimethylbenzylammoniumchloride. 

Sie lagen uns mit Ausnahme des Bradosols (Trockensubstanz) und des Pra- 
parates Ds (50-proz. wassr. Lésung) als 10-proz. Lésungen vor und wurden mit 
bidestilliertem Wasser auf das hunderfache verdiinnt bzw. eine 0,1-proz. Lésung 
hergestellt. Die Substanz Ds wurde zur Priifung der py-Abhangigkeit und der 
Albumin-Globulin-Differenz als 0,5-proz. Lésung verwendet. 


2. Herstellung der Proteinlésungen 
Verwendet wurde die 20-proz. Lésung reinen Humanalbumins der Behring- 
werke, Marburg (Lahn) und die 16-proz. Lésung der hochgereinigten y-Globulin- 
fraktion des menschlichen Serums gleicher Herkunft. Zu orientierenden Ver- 
suchen wurden weiter Trockenpraparate elektrophoretisch reiner Humanserum- 
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fraktionen verwendet, die wir der Freundlichkeit von Herrn Dr. H. E. Schultze 
der Behringwerke verdanken. Die Praparate wurden in bidestilliertem Wasser 
bzw. 0,9-proz. Kochsalzlésung aufgelést und auf einen Proteingehalt von 0,2°/, 
eingestellt. Bei den ersten beiden Praparaten wurde der Proteingehalt kjeldahlo. 
metrisch nachgepriift, bei den iibrigen Fraktionen war dies wegen der geringen, 
zur Verfiigung stehenden Menge nicht méglich. 


3. Vorrichtung zur photometrischen Titration 


Uber der zylindrischen Kiivette (18 mm Innen-@) eines lichtelektrischen 
Einweg-Kolorimeters (Medico-Kolorimeter, Modell III, Dr. B. Lange, Berlin- 
Zehlendorf) wurde eine 5 ml fassende Bang-Biirette (*/;9) ml Teilung) mit einem 
Stativ so befestigt, daB in der Kolorimeterkiivette titriert werden konnte. Die 
TropfengréBe wurde durch feines Ausziehen der Hahnkiikenspitze sehr klein ge- 
halten. In der Kiivette wurde ein mit einem kurzen und einem langen Schenkel 
versehenes U-Rohr so befestigt, daB es eng an der inneren Kiivettenwand anlag 
und somit nicht in den Strahlengang des Kolorimeters ragte. Der lange Schenkel 
des Rohres wurde mit einer Membranluftpumpe (Aquarienpumpe) verbunden, die 
einen geringen, kontinuierlichen Luftstrom durch den kurzen Schenkel perlen lieB 
und den Kiivetteninhalt gut durchmischte. 


4. Durchfiihrung der Titration 


Die Mikrobiirette wurde mit der zu priifenden Invertseifenlésung gefiillt. In 
die Photometerkiivette kamen 4 ml] der 0,02—0,2-proz. Proteinlésung, dazu 0,4 ml 
2-n. Natronlauge. Das wasserklare Gemisch wurde durch Potentiometerregelung 
auf eine Absorption von 0% eingestellt und dann die Pumpe angeschaltet. Die Luft- 
perlen verursachten eine kaum merkliche Unruhe des Galvanometerzeigers, die 
aber keine Nullpunktskorrektur erforderte und bei beginnender Triibung verschwand, 
Aus der Biirette lie8 man langsam die Invertseifenlésung eintropfen und verfolgte 
die Triibungszunahme am Galvanometer, bis sie etwa 40% Absorption erreicht 
hatte. Nun wurde mit gréBeren Pausen zwischen den einzelnen Tropfen weiter 
titriert, bis eine Absorption von 50% erreicht wurde. Es empfahl sich, zwischen 
den letzten Tropfen lange genug zu warten, bis der steigende Zeiger zum Stillstand 
gekommen war, um den Endwert nicht zuiiberschreiten. Nun wurde die verbrauchte 
Invertseifenmenge an der Biirette abgelesen und eine neue Kiivette in das Gerit 
eingesetzt. 

Fir die Routinetitration empfehlen wir das von Chinard® angegebene Vor- 
gehen: In einem Hagedorn-Jensen-Glas von 50 ml Inhalt und durchsichtigem Bo- 
den versetzt man 4 ml der verdiinnten Proteinlésung mit 0,1 ml 2-n. NaOH und 
]a8t aus einer Mikrobiirette langsam die Invertseifenlésung eintropfen. Durch die 
Flissigkeitssiule, die nicht durchgeschiittelt, sondern durch Rotation gemischt 
wird, um Luftblasen zu verhindern, beobachtet man eine Kleindruckunterlage, bis 
die Schrift nicht mehr zu lesen ist. Da die Verwendung ein und desselben Textes 
erfahrungsgeméB nach mehreren Titrationen zu einer langeren Lesbarkeit fiihrt, 
empfehlen wir die Unterlage eines Millimeterpapiers. Auch ist eine médglichst 
gleichmaBige Tropfgeschwindigkeit bei der Titration einzuhalten, da bei schnellem 
Eintropfen die Triibung nach unseren Erfahrungen erheblich verzégert wird. Die 
Wasserstoffionenkonzentration ist nach dem Zusatz der Natronlauge zu kontrol- 
lieren und notigenfalls auf py 13 einzustellen. Wir verwendeten dazu Spezial-Indi- 
katorpapier ,,Merck“. 


5. Herstellung der Lésungen der Harnbestandteile 
a) Magnesiumsulfat: 24,649 g MgSO,-:7H,O p.a.wurden in bidest. Wasser ge- 
lést und im MeBkolben auf 100,0 ml aufgefiillt. Bei den folgenden Sub- 
stanzen wurden in der gleichen Weise fiir 
b) Ammoniumchlorid: 5,3496 g NH,Cl p.a.; 
c) Natriumsulfat: 32,222 g Na,SO,-10H,0 p.a.; 
d) sec. Natriumphosphat: 17,801 g Na,HPO,:2H,0 p.a.; 
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e) tert. Natriumphosphat: 16,397 g Na,PO, p.a.; 
f) Natriumchlorid: 5,8454 g NaCl p.a.; 
g) Kaliumchlorid: 7,4553 g KCl p.a.; 
h) Harnstoff: 10 g Harnstoff puriss. ,,.Merck‘‘; 
g) Kreatinin: 10 g Kreatinin, rein ,,Merck“; 
eingewogen, in bidest. Wasser nétigenfalls unter gelindem Erwarmen 
gelést und auf 100.0 aufgefiillt. 
Je 2 ml dieser Lésungen wurden mit 2 ml einer 0,2-proz. Albuminlésung und 
0,4 ml 2-n.NaOH versetzt und in der oben angegebenen Weise photometrisch tit- 
triert. 


6. Herstellung der verwendeten Pufferlésungen 


In einem 1-1-Becherglas wurden 500 ml m/10-Glykokoll aus einem Tropf- 
trichter mit zunehmenden Mengen m/10-Natronlauge versetzt und unter Durch- 
mischung mit einem Vibrationsriihrwerk die Wasserstoffionenkonzentration mit 
einer Glaselektroden-KCl-Bezugselektroden-MeBkette (9005 g/9101 Zg/9202 v- 
Schott & Gen.) und einem Gleichspannungsverstarker (Acidometer III, Dr. 
B. Lange, Berlin) gemessen. War das gewiinschte py erreicht, wurden 20 ml der 
Pufferlésung abpipettiert und sofort zur Invertseifentitration verwendet, die wie 
oben, jedoch ohne Natronlaugenzusatz durchgefiihrt wurde. Die mit der Glas- 
elektrode nicht mehr meBbaren Pufferlésungen py 12—13 wurden mit Spezial- 
indikatorpapier ,,Merck‘‘ und Indikatorpapier ,,Bayer‘‘ genau eingestellt. 


Zusammenfassung 


Sechs handelsiibliche, quartire Ammoniumbasen (Desinfektions- 
mittel) und ein Versuchspraparat wurden auf ihre Eignung zur Protein- 
bestimmung in biologischen Fliissigkeiten gepriift. Dabei fanden wir: 

1. ein lineares Ansteigen der Titrationsergebnisse in Abhingigkeit 

von der vorgelegten Konzentration an Human-Albumin und 
y-Globulin von 0,02—0,2%; 

. erhebliche Differenzen zwischen den fiir Albumin- und 1-y-Globu- 
linlésungen gleicher Konzentration erhaltenen Werten; 

3. bei allen untersuchten Priparaten stirkere Abweichungen des 
Analysenergebnisses durch verschiedene Harnbestandteile in 
molarer bzw. m/10-Konzentration. 

4. eine unspezifische Triibung durch Mg(OH), nach Zusatz der 
erforderlichen Alkalimenge bis m/100; 

5. eine Abhangigkeit von der Wasserstoffionenkonzentration zwi- 
schen py 7 bis 13. 

Die Methode kann zur Analyse von Harn und Serum nicht emp- 

fohlen werden. 


bo 
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Der enzymatische Abbau des Kynurenins und 3-Oxy-kynurenins 
im tierischen Organismus * 


Von 
Oswald Wiss 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie und dem Physiologisch-Chemischen Institut 
der Universitat Tiibingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Mai 1953) 


Der biologische Abbau des Tryptophans fiihrt iiber langere Reak- 
tionsketten zu verschiedenenStoffwechsel-Endprodukten. Im Mittelpunkt 
des Geschehens steht das Kynurenin! (I), weil mit wenigen Ausnahmen 
bis zu dieser Zwischenstufe der Abbauweg gemeinsam ist, nach dem 
Kynurenin aber eine Aufteilung eintritt. Am laingsten bekannt ist die 
Umwandlung zur Kynureninsiure? (III). Sie erfolgt durch Oxydation 
zur 0-Aminobenzoyl-brenztraubensaure (II) und anschlieBendem Ring- 


schluB zwischen der o-Amino- und der «-Ketogruppe. 
OH 
)CO-CH, : weee (( }C0-CH,-CO-COOH ( m4 3 
> —> 
K JeN XY CO! 
@ MH, eo N70 
I iI ul 


Wenn vor der Desaminierung des Kynurenins in 3-Stellung eine 
Hydroxylgruppe eingefiihrt wird, so entsteht Xanthurensiure’ (VI) iiber 
3-Oxy-kynurenin‘(IV) und 3-Oxy-2-amino-benzoylbrenztraubensaure(V). 








OH 
Bie CH,: - COOH y00-0800000H CY i. 
a <7 ‘ > 
O) ‘NH, tH, \ PME K Ay 7 COOH 
ie OH OH 
IV Vv VI 


3-Oxy-kynurenin kann durch oxydative Prozesse bei Insekten in 
Pigmente, in die sog. Ommochrome, iibergefiihrt werden‘, die wahr- 
scheinlich Phenylchinonimin-Farbstoffe darstellen’. 

Durch Eliminierung der Seitenkette entsteht aus dem Kynurenin (I) 
Anthranilsaiure (VII)*, aus dem 3-Oxy-kynurenin (IV) die 3-Oxy-anthra- 


* Vorlaufige Mitteil. Z. Naturforschg. 7b, 133 [1952]. 

1 A. Butenandt, W. Weidel, R. Weichert u. W. von Derjugin, 
diese Z. 279, 27 [1943]. 

J. Liebig, A. 86, 125 [1853]; A. Ellinger, diese Z. 48, 325 [1904]. 
3 L. Musajo u. M. Minchilli, Ber. dtsch. chem. Ges. 74, 1839 [1941]. 
" 4 A. Butenandt, W. Weidel u. H. Schlossberger, Z. Naturforschg. 4b, 

242 [1949]. 

5 A, Butenandt, J. Keck u. U. Schiedt, unveréffentlicht. 

6 Y. Kotake u. S. Otani, diese Z. 214, 1 [1933]. 
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nilsdure (VIII)’. Wahrend die Anthranilséure als Stoffwechselendpro- 
dukt ausgeschieden werden kann, wird die 3-Oxy-anthranilsaure tiber 
noch unbekannte Zwischenstufen in die Nicotinsaure (IX) iibergefiihrt®. 
Eine Sonderstellung kommt insofern dem durch die Bakterientrypto- 


4™- COOH 7 ™ - COOH 7 - COOH 
os | -NH " | |. NH es \ 
sh yer \w/ 
OH 
Vil VIII x 


phanase verursachten Abbauweg zu, als dabei Kynurenin als Zwischen- 
Produkt nicht entsteht. Die Abspaltung der Seitenkette lé8t aus dem 
Tryptophan Indol, Brenztraubensiure und Ammoniak gleichzeitig als 
Abbauprodukte entstehen®. 


Im Saugetierorganismus fiihren alle Abbauwege des Tryptophans 
iber das Kynurenin. Die verschiedenen Méglichkeiten ergeben sich aus 
der Oxydation des Kynurenins zum 3-Oxy-kynurenin, aus der Desa- 
minierung dieser beiden Aminoséuren zu den entsprechenden «-Keto- 
sduren und aus der Abspaltung von Alanin aus der Seitenkette des Kynu- 
renins und des 3-Oxy-kynurenins, so daB somit als Reaktionsprodukte 
Kynurensaure und Xanthurensiaure infolge der Desaminierung, Anthra- 
nilsiure und 3-Oxy-anthranilsiéure infolge der Abspaltung der Seiten- 
kette nachgewiesen werden kénnen. 


Uber Untersuchungen, welche die Oxydation von Kynurenin zu 
3-Oxy-kynurenin zum Gegenstand haben, wurde friiher berichtet. Es 
konnte gezeigt werden, daB die Einfihrung einer phenolischen Hy- 
droxylgruppe in die Anthranilsiéure iiber den Phosphorsiureester der 
3-Oxy-anthranilsiure verliuft!®. Die vorliegenden Untersuchungen be- 
fassen sich mit der Aufklarung der Spaltungs- und Desaminierungs- 


-reaktion. 


Kynureninspaltung 


Die Bildung der Anthranilséure aus Kynurenin erfolgt durch Ab- 
spaltung der Seitenkette. Das dafiir verantwortliche Enzym findet sich 
in der Leber. Neben Anthranilséure kann Alanin als Spaltprodukt nach- 
gewiesen werden!!. Der Abbau des 3-Oxy-kynurenins erfolgt nach der 


7 O. Wiss u. H. Fuchs, Experientia [Basel] 6, 472 [1950]. 

8 H.K. Mitchell u. J. F. Nyc, Proc. nat. Acad. Sci. USA 34, 1 [1948]. 

9 W. A. Wood, I.C. Gunsalus u. W.W. Umbreit, J. biol. Chemistry 170, 
313 [1947]; E. A. Dawes, J. Dawson u. F.C. Happold, Biochem. J. 41, 426 
[1947]; E. A. Dawes u. F.C. Happold, Biochem. J. 44, 349 [1949]. 

10 QO. Wiss u. H. Hellmann, Z. Naturforschg. 8b, 70 [1953]. 

11 QO. Wiss u. H. Hatz, Helv. chim. Acta 82, 532 [1949]; O. Wiss, Helv. 
chim. Acta $2, 1694 [1949]; A. Braunstein, F. Goryaschenkova u. T.S. 
Paskhina, Biochimia, Moskau, 14, 163 [1949]. 














Oswald Wiss, Bd. 293 (1953) 


108 
gleichen Reaktion. Es entsteht in diesem Falle 3-Oxy-anthranilsaure und 
Alanin’. Die Reaktion ist von Sauerstoff unabhangig. Sie kann bilanz. 
maBig als hydrolytische Spaltung aufgefaBt werden?®: 


OH | H 
4 ~CO--CH,CH-COOH 


\/NH NH, 

Fiir die Aufklarung des Reaktionsmechanismus ist die Tatsache von 
Bedeutung, daB Pyridoxal-5-phosphat zur Spaltung ben6tigt wird”. 
Dalgliesh und Mitarbb.% sind der Auffassung, da8 Pyridoxalphosphat 
als Coferment einer Transaminase wirkt. Aus Kynurenin (I) soll 
durch Umaminierung 0-Amino-benzoyl-brenztraubensaure (II) entstehen, 
o-Aminobenzoyltraubensaéure nach Abspaltung von Brenztraubensiure 
in Anthranilsdure (VII) iibergehen. Die entstandene Brenztraubensiure 
kann nach Auffassung der genannten Autoren als Partner bei der Um- 
aminierung mit Kynurenin durch Aufnahme der Aminogruppe Alanin 
geben. Fiir einen solchen Reaktionsmechanismus spricht die Tatsache, 
daB Pyridoxal-5-phosphat als Coferment der Transaminase nachgewiesen 
worden ist!#. Die Annahme ist jedoch insofern nicht zwingend, als Pyri- 
doxal-5-phosphat auch fiir andere Enzyme des Aminosiaurestoffwechsels 
als Coferment wirkt!>. Gegen eine Umaminierung zwischen Brenztrauben- 
sdiure und Kynurenin spricht die Tatsache, da8 an allen bisher beschrie- 
benen Umaminierungsreaktionen eine Aminodicarbonsiaure bzw. die ent- 
sprechende «-Ketosaure beteiligt sein mu8. 

Durch praparative Trennung der verschiedenen Zellbestandteile von 
Ratten- und Schweineleber und durch Auftrennung des léslichen Pro- 
teins in verschiedene Fraktionen gelingt der Nachweis, daB die Spal- 
tung des Kynurenins in Anthranilsiure und Alanin von der Desaminie- 
rung zur «-Ketosaure unabhangig ist. Das spaltende Ferment, die Kynu- 
reninase, findet sich im léslichen Lebereiwei8 ; in den Mitochondrien ist 
keine Kynureninspaltung, hingegen eine stark wirksame Transaminase 
nachweisbar, welche Kynurenin in Kynurensiure iiberfiihrt. Die im lés- 
lichen Eiwei8 schwach wirksame Kynurenin-Transaminase laBt sich auf 
praparativem Wege von der Kynureninase abtrennen. 


Aus diesen Ergebnissen ist ersichtlich, daB das Pyridoxal-5-phos- 
phat nicht nach dem von Dalgliesh und Mitarbb.!3 vorgeschlagenen 


22 Q. Wiss u. H. Thoelen, Helv. physiol. Acta 8, C 42 [1950]; A. Braun- 
stein u. Mitarbb., I. c4. 

13 C, E. Dalgliesh, W. E. Knox u. A. Neuberger, Nature [London] 168, 
20 [1951]. 

14H.C. Lichtstein, J.C. Gunsalus u. W.W. Umbreit, J. biol. Che- 
mistry 161, 311 [1945]. 

1 J.C. Gunsalus, W. P. Bellamy u. W. W. Umbreit, J. biol. Chemistry 
155, 685 [1944]. E. A. Dawes u. F.C. Happold, Biochem. J. 44, 349 [1949]. 
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Mechanismus, d. h. nicht als Cofermenut der Transaminase, an der 
Spaltung des Kynurenins in Anthranilséure und Alanin beteiligt ist. 


Pyridoxal-5-phosphat, das Coferment der Kynureninase 


Erst durch die praiparative Trennung des spaltenden Enzyms von 
dem Kynurenin desaminierenden, ist die Moéglichkeit gegeben zu ent- 
scheiden, ob das Pyridoxal-5-phosphat als Coferment des spaltenden 
Enzymes wirkt. Zu diesem Zwecke werden Kynureninase-Praparate, die 
aus Schweinelebern durch wiederholte Ammoniumsulfatfraktionierung 
gewonnen werden und die keine Transaminaseaktivitét mehr aufweisen, 
mehrere Tage gegen Wasser bei 1°—4° dialysiert. Die so erhaltenen 
Priparate sind hinsichtlich Kynureninspaltung vollstindig inaktiv. 
Durch Zusatz von katalytischen Mengen Pyridoxal-5-phosphat werden 
sie zur urspriinglichen Wirksamkeit reaktiviert. 

Durch die lange dauernde Dialyse sind mit Sicherheit alle nicht ge- 
bundenen niedrigmolekularen Bestandteile entfernt worden. Auch so 
gereinigte Enzympraparate sind ohne Sauerstoff wirksam. Es ist des- 
halb anzunehmen, da8 fiir die Aufspaltung, wie friiher vermutet’®, ein 
einziges Enzym bendétigt wird. Neben Pyridoxal-5-phosphat wurden 
auch Pyridoxal-3-phosphat, Pyridoxal, Pyridoxin, Pyridoxamin auf 
ihre Wirksamkeit gepriift. Sie erwiesen sich alle als unwirksam. 


3-Oxy-kynurenin-Spaltung 

In friitheren Arbeiten!? wurde der Nachweis erbracht, da8 durch 
Enzympriparate, die aus Leber gewonnen wurden, das 3-Oxy-kynu- 
renin (IV) analog dem Kynurenin (I) in 3-Oxy-anthranilsaiure (VIII) 
und Alanin gespalten wird. Diese Reaktion ist deshalb von besonderer 
Bedeutung, weil sie ein Zwischenglied in der Reaktionskette darstellt, 
die vom Tryptophan zur Nicotinsaure fiihrt. 3-Oxy-kynurenin kann im 
Tierversuch und bei Neurospora-crassa-Mutanten die Nicotinsaure 
ersetzen}®, 

Auch die 3-Oxy-kynurenin-Spaltung erweist sich, wie die Kynure- 
ninspaltung, als unabhingig von der Desaminierung zur «-Ketosaure. 
Die Desaminierung des 3-Oxy-kynurenins zur 3-Oxy-2-amino-benzoyl- 
brenztraubensiure (V) erfolgt wie diejenige des Kynurenins durch Um- 
aminierung. Das verantwortliche Enzym findet sich zur Hauptsache in 
den Mitochondrien. Das 3-Oxy-kynurenin spaltende Ferment kann nur 
im léslichen LebereiweiB nachgewisen werden. Enzympriparate, die 
durch Dialyse die Fahigkeit verloren haben, Kynurenin zu spalten, sind 
auch gegeniiber 3-Oxy-kynurenin inaktiv. Zusatz von Pyridoxal-5-phos- 
phat hat auch eine Reaktivierung der Oxykynureninspaltung zur Folge. 








16 QO. Wiss, Helv. chim. Acta 32, 1694 [1949]. 

17 QO. Wiss u. H. Fuchs, Experientia [Basel] 6, 472 [1950]. 

18 H. K. Mitchell u. J. F. Nyc, Proc. nat. Acad. Sci. USA 38, 155 [1947]; 
O. Wiss, G. Viollier u. M. Miiller, Helv. chim. Acta 32, 771 [1950]. 
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Gemeinsames Apoferment fiir Kynurenin- und 3-Oxy-kynu. 
renin-Spaltung 

Die Isolierung einheitlicher Apofermente aus LebereiweiB stéBt des. 
halb auf groBe Schwierigkeiten, weil solche in sehr groBer Zahl vorhanden 
sind. Der Versuch der Isolierung und der damit verbundene Nachweis 
der Identitat oder Verschiedenheit der Apofermente fiir die Kynurenin- 
und 3-Oxy-kynurenin-Spaltung scheint wenig aussichtsreich. Es wird 
deshalb ein anderer Weg beschritten. Die aus léslichem LebereiweiB ge- 
wonnene Ammonsulfatfraktion, welche die gesamte Kynureninase- 
Wirkung besitzt, wird durch fein abgestufte Ammoniumsulfatfraktio- 
nierung ihrerseits in mehrere kleine Fraktionen aufgeteilt. Wenn die zur 
Fallung verwendete Ammoniumsulfatkonzentration mit der enzyma- 
tischen SpaltungsgréBe gegeniiber Kynurenin und 3-Oxy-kynurenin im 
Koordinatensystem miteinander in Beziehung gesetzt werden, erhilt 
man eine Kurve, die tiber die Verteilung der Apofermente Auskunft 
gibt. Der Kurvenverlauf (Abb. 1) zeigt, daB diejenigen fiir Kynurenin- 
und 3-Oxy-kynurenin-Spaltung sich genau entsprechen, wahrend die- 
jenige der Glutaminsaure-Brenztraubensiure-Transaminase anders ver- 
lauft. Aus diesem Verhalten muB geschlossen werden, daB das Apofer- 
ment fiir die Kynurenin- und 3-Oxy-kynurenin-Spaltung identisch ist. 


Zur Bildung der Kynurensaure und Xanthurensaure 


Fiir die Desaminierung yon «-Aminosiuren stehen dem Sauger- 
organismus nach den gegenwirtigen Kenntnissen im wesentlichen zwei 
Moglichkeiten zur Verfiigung, namlich die oxydative Desaminierung und 
die Umaminierungsreaktion. Die natiirlichen Aminosauren werden vor- 
zugsweise durch Umaminierung mit «-Ketosauren desaminiert. Die oxy- 
dative Desaminierung hat fiir die natiirlichen Aminosauren geringere 
Bedeutung. Die unnatiirlichen Antipoden fallen ausschlieBlich der oxy- 
dativen Desaminierung durch die d-Aminosiure-Oxydase anheim. Es 
liegt deshalb nahe, fiir die Desaminierung des /-Kynurenins die Trans- 
aminierungsreaktion verantwortlich zu machen. Der Beweis lieB sich 
nun dadurch erbringen, daB gezeigt werden konnte, daB fiir die enzy- 
matische Bildung der Kynurensaéure aus Kynurenin und der Xanthuren- 
sdure aus 3-Oxy-kynurenin eine «-Ketosiure unbedingt notwendig ist. 
Zu diesem Zwecke wurden durch Ammoniumsulfatfraktionierung er- 
haltene Enzympraparate langere Zeit dialysiert, um damit die in der 
Leber vorhandenen «-Ketosauren vollstindig zu entfernen. Solche Pri- 
parate bilden aus Kynurenin nur dann Kynureninséure, wenn «-Keto- 
glutarsdiure oder Brenztraubensiure dem Versuchsansatz zugesetzt wer- 
den. Auch gewaschene Lebermitochondrien bilden ohne Zugabe von 
«-Ketosiuren keine Kynurensaure. Dalgliesh und Mitarbb. haben ver- 
mutet, daB Kynurenin mit Brenztraubensiure umaminieren kann. Ein 
solcher Mechanismus ist insofern nicht sehr wahrscheinlich, als bisher 
Umaminierung nur zwischen zwei Dicarbonsiuren oder zwischen einer 
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Dicarbonséure und einer Monocarbonsaure beobachtet werden konnte. 
An gewaschenen Mitochondrien la8t sich zeigen, daB die Kynurensiure- 
bildung aus Kynurenin in Gegenwart von «-Ketoglutarsaure viel gr6éBer 
ist als in Gegenwart von Brenztraubensaure, so daB angenommen werden 
mu8, daB nur die «-Ketoglutarsiure mit Kynurenin umaminiert. Die 
geringe Wirkung der Brenztraubensaure ist vermutlich darauf zuriick- 
mfiihren, daB durch proteolytischen Abbau von Eiweif Glutaminsaure 
freigesetzt wird und diese mit der zugesetzten Brenztraubensaure «-Keto- 
glutarsdure bilden kann. 


Pyridoxal-5-phosphat ist das Coferment dieser Mitochon- 
drien-Transaminase. Durch mehrtigige Dialyse 1a8t sie sich teil- 
weise inaktivieren. Pyridoxal-5-phosphat-Zusatz hat eine Reaktivierung 
mr Folge. 

Die bisher beschriebenen Transaminierungsreaktionen sind alle um- 
kehrbar. Werden die Substrate in aequimolekularen Mengen zugesetzt, 
so ist das Gleichgewicht erreicht, wenn ungefaihr die Halfte der Sub- 
stratmenge umgesetzt ist. Zur Priifung dieses Verhaltens ist die Umami- 
nierungsreaktion zwischen Kynurenin und «-Ketoglutarsaéure oder zwi- 
schen 3-Oxy-kynurenin und «-Ketoglutarsiure deshalb nicht geeignet, 
weil die entstandene neue Ketoséure (0-Amino-benzoylbrenztrauben- 
siure oder 3-Oxy-2-amino-benzoylbrenztraubenséure) zum Ring, d. h. 
wr Kynurensiure bzw. Xanthurensaiure, geschlossen wird und damit 
das Gleichgewicht zugunsten der Kynurensiure bzw. Xanthurensaure- 
bildung verlagert wird. Auch £-Benzoylalanin (X), eine Verbindung, 
die sich nur durch das Fehlen der o-Aminogruppe vom Kynurenin 
unterscheidet, ist imstande, mit «-Ketoglutarsiure (XI) zu umaminieren. 
Als Reaktionsprodukt la8t sich #-Benzoylbrenztraubenséure (XII) 
nachweisen. In diesem Falle gelingt es auch zu zeigen, daB die Reaktion 
umkehrbar ist. Aus Glutaminsaure (XIII) und $-Benzoylbrenztrauben- 
siure entsteht /-Benzoylalanin: 


COOH ‘COOH 
| | 
CH . CH 
‘CO-CH,CH-COOH =| *  -CO-CH,-CO-COOH we 
| ma Ft F + OH, 
NH, ’ | 7 SS a is | rr 
CO CH- NH, 
| | 
COOH COOH 
x XI XII XIII 


Herrn Prof. Butenandt danke ich herzlich fiir Rat und Unterstiitzung, 
Herrn Dipl. Chem. Fr. Wenzel fiir die Aufnahme der UV-Spektren, Frl.R. Britt 
fir technische Hilfe bei der Durchfiihrung der Versuche. Fiir die Uberlassung des 
Pyridoxal-5-phosphates habe ich Herrn Dr. W. Umbreit vom Merck Institute for 
Therapeutic Research zu danken. 
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Beschreibung der Versuche 
I. Methoden 


a) Papierchromatographische Trennung der im Enzymversuch 
entstandenen Abbauprodukte: Je 1 ccm des Enzymansatzes wird nach der 
Inkubationszeit in kleinen Zentrifugenglisern mit 4 ccm Aceton versetzt. Der Nie- 
derschlag wird abzentrifugiert, die tiberstehende Fliissigkeit in kleinen Rundkilb. 
chen auf 0,1—0,2 ccm eingeengt. Davon wird zum qualitativen Nachweis 0,03 ccm 
durch dreimaliges Auftragen von 0,01 com auf dieselbe Stelle auf das Papier ge. 
bracht. Zum quantitativen Nachweis wird das gesamte Konzentrat auf einen Strei- 
fen aufgetragen. Es wird Whatman-Papier Nr. 1 verwendet und aufsteigend in 
Partridge-Mischung (Butanol:Eisessig: Wasser = 4:1:5) ca. 12 Stdn. chromato. 
graphiert. 

b) Papierchromatographischer Nachweis von Tryptophanmeta- 
boliten: Eine groBe Anzahl von Tryptophanmetaboliten, wie Kynurenin, 3-Oxy- 
kynurenin, Anthranilsdure, 3-Oxy-anthranilsiure, Kynurensiure und Xanthuren- 
saure zeigen im gefilterten UV-Licht (Filter UG 2) eine typische Fluoreszenz, so 
daB sie auf dem Papier ohne chemische Reaktion schon in sehr kleinen Mengen zu 
erkennen sind!®, Die Kynurensaure zeigt anfanglich nur eine geringe Fluoreszenz. 
Sie wird im Laufe von Tagen allmahlich starker, vor allem wenn das Papier dem 
‘Tageslicht ausgesetzt ist. Eine kurzfristige Bestrahlung mit langwelligem UV-Licht 
hat eine rasche photochemische Umwandlung zur Folge. Das Reaktionsprodukt 
fluoresziert intensiv hellgriin. 

c) Qualitativer Nachweis von «-Aminoséiuren auf dem Papier. 
chromatogramm: Bespriihen mit 0,25-proz. Ninhydrinlésung in wassergesit- 
tigtem Butanol und anschlieBendem Trocknen des Papiers bei 100° ergibt typische 
Farbflecke- B-Benzolyalanin gibt orange-briunliche Farbflecke, wie sie vom Pro- 
lin- und Oxyprolin-Nachweis bekannt sind. 

d) Qualitativer Nachweis der «-Ketosaiuren®®: Nach Bespriihen mit 
frisch bereiteter 0,05-proz. Lésung von o-Phenylendiamin in 10-proz. waBriger 
Trichloressigsiure werden die Papierstreifen 2 Min. bei 100° im Trockenschrank 
gehalten und in noch leicht feuchtem Zustand unter dem gefilterten UV-Licht 
(Filter UG 2) betrachtet. Die x-Ketosiuren geben griin fluoreszierende Flecke. 

e) Qualitativer Nachweis des 3-Oxy-kynurenins und der 3-Oxy- 
anthranilsadure: Die beiden Verbindungen lassen sich auf Grund ihrer o-Amino- 
phenol-Gruppierung durch ihre reduzierende Eigenschaft nachweisen. Bespriihen 
mit ammoniakalischer Silbernitralésung ergibt braun-schwarze Flecke. 3-Oxy- 
kynurenin und 3-Oxy-anthranilsiure kénnen zudem mit Diazoniumsalzen zum 
Azofarbstoff gekuppelt werden. Der getrocknete Papierstreifen wird zu diesem 
Zwecke rasch durch eine 0,1-proz. Lésung von diazotierter Sulfanilsiure in Natri- 
umcarbonat gezogen. 3-Oxy-kynurenin und 3-Oxy-anthranilsiure zeigen sich als 
rot-gelbe Farbflecke. 

f) Quantitative Bestimmung von Anthranilsiure und Kynurenin: 
Die Trennung von Begleitstoffen erfolgt papierchromatographisch wie oben be- 
schrieben. Unter der UV-Lampe werden die fluoreszierenden Streifen mit Blei- 
stift umfahren, ausgeschnitten, zerkleinert und in 10 com Wasser durch Stehen- 
lassen bei Zimmertemperatur wahrend 1 Stde. extrahiert. Ein aliquoter Teil, der 
50—100 y Anthranilsiure oder Kynurenin enthalten soll, wird auf 10 ccm mit 
Wasser erginzt, mit 1 ccm 0,2-proz. Natriumnitritlésung in n/10-HCl versetzt 
und 5 Min. stehen gelassen. Nach Zugabe von 2 cem 0,2-proz. frisch bereiteter 
alkoholischer Lésung von Aethyl-«-naphthylamin werden die Ansitze 2 Stdn. 
stehen gelassen und mit 10 cem Aethanol versetzt. Die Messung der Farbintensitat 
erfolgt mit dem Pulfrich-Photometer in Kiivetten von 3 em Schichtdicke (Filter 
19 QO. Wiss u. H. Hellmann, Z. Naturforschg. 8b, 70 [1953]. 
20 Th. Wieland u. E. Fischer, Naturwiss. 36, 218 [1949]. 
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§ 57). Zur Auswertung wird eine Standardkurve im Bereich von 10—180 y Anthra- 
nilsiure und Kynurenin ermittelt. 

g) Quantitativer Nachweis der Kynurensaure: Die Kynurensiure hat 
einen Rr-Wert von 0,5. Die schwach fluoreszierenden Streifen werden nach er- 
folgter papierchromatographischer Trennung ausgeschnitten, 3-mal mit je 5 ccm 
Wasser ausgekocht, die vereinigten Extrakte im Vakuum zur Trockene eingedampft 
und der Riickstand in 5 ccm n/10-NaOH gelést. Messung im Beckman-Spektro- 
photometer. Zur Auswertung dient die analytische Bande im Bereich von 320— 
330 my. 

h) Quantitative Bestimmung des Alanins: 1 ccm des Enzymansatzes 
wird mit 5 ccm Pikrinsiure (20 com Pikrinséure entsprechen 8,73 ccm n/10-NaOH) 
enteiweiBt. Es wird vom Niederschlag abzentrifugiert und der gesamte Uberstand 
zur Alaninbestimmung verwendet*!. Nach einer friiheren Methode wird mit Ninhy- 
drin desaminiert. Der entstandene Acetaldehyd wird in Natriumbisulfitlésung auf- 
gefangen und mit Hilfe von Piperazin und Natrium-nitroprussid quantitativ be- 
stimmt. 

i) Bestimmung des Gesamtstickstoffs der Enzymlésungen: 0,5 com 
Enzymlésung werden mit 2 ccm konz. H,SO, in iiblicher Weise verascht. Es wird 
vorsichtig mit 40-proz. NaOH und Methylorange als Indikator bis zum Umschlags- 
punkt neutralisiert und auf 50 ccm mit Wasser aufgefiillt. Zur Bestimmung des 
Ammoniakgehaltes werden 2 ccm dieser Lésung in Conway-Schalen” eingefiillt, 
welche im Innenraum 1 ccm n/70-H,SO, enthalten. 


II. Praparative Trennung von Kynureninase und Transaminase im 
léslichen EiweiB von Schweineleber 


Frische Schweineleber wird im Starmix zerkleinert, mit 4-fachem Volumen 
m/60-Phosphatpuffer py 7,4 in der Kalte extrahiert. Es wird wahrend !/, Stde. im 
Kaltelabor bei 0° in der Winkel-Zentrifuge bei 12000 g zentrifugiert, so daB die ge- 
samten Formelemente niedergeschlagen werden. Die erhaltene EiweiBlésung wird 
durch Zusatz von festem Ammoniumsulfat fraktioniert gefallt, die einzelnen Fal- 
lungen in méglichst wenig m/60-Phosphatpuffer, py 7,4, gelést und 48 Stdn. gegen 
denselben Puffer erschépfend dialysiert. Nach erfolgter Dialyse werden die EiweiB- 
lésungen mit m/60-Phosphatpuffer, py 7,4 so verdiinnt, daB 1 ccm einem Stick- 
stoffgehalt von ungefahr 4 mg entspricht. So gewonnene Enzymlésungen werden 
in Gegenwart von d,l-Kynurenin und Pyridoxal-5-phosphat auf Anthranilsaure- 
und Alaninbildung und Kynurensaurebildung gepriift. 


Frakt. II entspr. einer Ammoniumsulfatkonzentration von 
28,4 — 31,8% Sattigung 

Frakt. III: 31,8 — 35 % Sattigung 

Frakt. IV: 35 — 38,7%'Sattigung 

Frakt. V: 38,7 — 43,7% Sattigung. 


Die Kynureninkonzentration der Versuchsansitze betrigt m/200, pro ccm 
werden 2 y Pyridoxal-5-phosphat zugegeben. Je 0,7 com Enzymlésung werden nach 
Zusatz des Substrats und des Aktivators auf 1 com mit Wasser erginzt. Die An- 
sitze werden 6 Stdn. bei 37°C gehalten, wie oben beschrieben wird der Alaningehalt 
bestimmt und nach erfolgter Papierchromatographie die Anthranilsiure- und 
Kynurensaurebildung beurteilt. Aus Tab. 1 ist ersichtlich, daB alle Fraktionen aus 
Kynurenin Alanin und Anthranilsiure, jedoch keine Kynurensaure bilden. 

Es wurde die Méglichkeit erwogen, daB evtl. entstandene Kynurensaure sich 
infolge zu geringer Empfindlichkeit der Nachweismethode oder wegen Adsorption 


21 QO. Wiss, Helv. chim. Acta 31, 22 [1948]. 
2 E. J. Conway u. E. O. Malley, Biochem. J. 36, 655 [1942]. 
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an den EiweiBniederschlag dem Nachweis entzieht. Um diese Frage zu klaren, 
werden einzelnen Versuchsansatzen zum vorherein geringe Mengen Kynurensiaure 
zugesetzt. Der Kynurensaéurenachweis erweist ih jedoch als so empfindlich, 
daB mit Sicherheit angenommen werden kann, daB keine Kynurensaure ent- 
standen ist. 


Tab. 1. Alanin- und Anthranilséiurebildung verschiedener EiweiBfraktionen des 
léslichen Schweineleberproteins. 








Fraktion Alanin y/ccm | Anthranilsaure Kynurensaure 
II 13 +4 _ 
Til 17 te _ 
IV 10 ar = 
V 18 ++ _ 


Wenn zu Enzymlisungen, die durch die beschriebene fraktionierte Ammo- 
niumsulfatfallung gewonnen und langere Zeit dialysiert waren, neben Kynurenin 
auch «-Ketoglutarsiure zugegeben wird, so findet mit einzelnen Fraktionen eine 
Kynurensaurebildung statt, die jedoch an die Gegenwart der zugesetzten «-Keto- 
glutarsiure gebunden ist. Durch die Fraktionierung findet somit eine Trennung in 
spaltendes (Anthranilsiurebildung) und umaminierendes Enzym (Kynurensaure- 
bildung) statt (vgl. Tab. 2). Frakt. I und II bilden auch in Gegenwart von Kynu- 
renin und «-Ketoglutarsiure nur Anthranilsiure, Frakt. V hingegen unter den 
gleichen Bedingungen nur Kynurenséure. Frakt. III und IV enthalten beide 
Enzyme. 


Tab. 2. Anthranilsiurebildung und Kynurensaurebildung in Abhangigkeit von 
. a-Ketoglutarsiure. 
a) Die Ansatze enthalten m/300-l-Kynurenin, 2 y Pyridoxal-5-phosphat. 
b) Die Ansiatze enthalten m/300-l-Kynurenin, 2 y Pyridoxal-5-phosphat und 
m/300-a-Ketoglutarsaure. 
Inkubationszeit: 4 Stdn.. bei 37°. 








Fraktion Anthranilsaurebildung Kynurensaurebildung 
a | b a | b 
1 ats i = ioe = = 
2 + = eae = oe 
3 > = ab = = 
4 4+ ++ = ete 
5 - - _ ++ 








Zur Herstellung der Enzymlésungen wird, wie oben beschrieben, aus Extrakt, 
welcher von 750 g frischer Schweineleber erhalten worden ist, die Fraktion gewon- 
nen, welche zwischen 30—55% Sattigung mit Ammoniumsulfat ausfallt. Der Nieder- 
schlag wird in 200 ccm Wasser gelést. Der nach Zusatz von 5,5 g Ammonium- 
sulfat gefallte Niederschlag wird abzentrifugiert und verworfen. Der Uberstand 
wird 3-mal hintereinander mit je 5 g Ammoniumsulfat versetzt und die so erhal- 
tenen Fraktionen in je 35 ccm m/15-Phophatpuffer von py 7,4 gelést. Die vierte 
Fraktion erhalt man durch Zussatz von 6 g Ammoniumsulfat. Der Niederschlag 
wird in 30 cem Puffer gelést. Durch Zugabe eines Uberschusses von Ammonium- 
sulfat wird die fiinfte Fraktion gewonnen. Sie wird in 40 com Puffer gelést. Nach 
erschépfender Dialyse gegen m/15-Phosphatpuffer von pq 7,4 bei 4° werden die 
Enzymlésungen, wie oben beschrieben, auf die Fahigkeit der Kynureninspaltung 
und der Kynurensaurebildung gepriift. 
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Ill. Kynurensaurebildung mit Mitochondrien 


a) Praparation der Mitochondrien: Frisch entnommene Rattenleber 
wird mit dem 9-fachen Volumen 0,88-m. Rohrzuckerlésung im Potter-Apparat 
homogenisiert. Aus der so erhaltenen Suspension werden grobe Gewebspartikel 
durch Filtration iiber Mull entfernt. Durch 10 Min. langes Zentrifugieren bei 2000 g 
werden grobdisperse Teilchen (Zellkerne) niedergeschlagen. Der Uberstand wird 
mit 1/9 des Volumens 0,15-m. NaCl versetzt und 5 Min. bei 0° stehen ge- 
lassen. Zentrifugieren wahrend 7 Min. bei 8000 g bewirkt Sedimentierung der 
Mitochondrien, die mit dem urspriinglichen Volumen 0,15-m. NaCl einmal durch 
erneutes Zentrifugieren bei derselben Tourenzahl gewaschen werden. Nach Ab- 
gieBen des Uberstandes werden die Mitochondrien in der Menge m/15-Phosphat- 
a vom py 7,4 suspendiert, welche °/, des urspriinglichen Lebergewichtes ent- 
spricht. 

b) Nachweis der Kynurenin-a«-Ketoglutarsiure-Transaminase: 
Aus oben beschriebenen Versuchen geht hervor, daB der Kynurensaurebildung eine 
Umaminierung zugrundeliegt. Die Enzymaktivitét dieser Transaminase ist im 
léslichen Lebereiwei8 gering. In den Lebermitochondrien hingegen findet sich ein 
Kynurenin-Transaminase von erheblicher Wirksamkeit. Auch in den Mitochondrien 
ist die Kynureninbildung wie beim léslichen Enzym von der Anwesenheit einer 
a-Ketosiure abhangig. Die «-Ketoglutarsiure erweist sich als wirksamer als die 
Brenztraubenséure und die Oxalessigsiure, so daB es sich vermutlich wie beim 
léslichen Enzym um eine Kynurenin-«-Ketoglutarsiure-Transaminase handelt. 

Die geringe Aktivitaét der Brenztraubensiure und; Oxalessigsiure ist vermut- 
lich auf eine intermediire Bildung von «-Ketoglutarsiure zuriickzufiihren. Durch 
proteolytische Fermente freigesetzte Glutaminsiure kann mit Brenztraubensaure 
oder Oxalessigsiure umaminieren und «-Ketoglutarsiure bilden. Mitochondrien 
sind zur Spaltung des Kynurenins in Anthranilsiure und Alanin nicht befahigt 
(Tab. 3). 


Tab.3. Kynurensaurebildung durch Umaminierung mit Rattenleber-Mitochondrien. 

Bereitung der Ansaitze: 0,7 ccm der oben beschriebenen Mitochondriensuspension, 

welche nach Zusatz der Substrate mit Wasser auf 1 ccm erginzt wird. Inkubations- 
zeit: 1 Stde. bei 37° C. 

















Zusat : Kynurensaure- Anthranilsaiure- 
Endko m Kynureninabnahme bildung bildung 
m/200 Vers.1 | Vers.2 | Vers.1 | Vers.2 | Vers.1 | Vers, 2 
I-Kynurenin 
+ Brenz- 
traubenséure .| 129 a 102 « 35 a 57 « 0 0 
l-Kynurenin 
+a-Ketoglu- 
tarsiure . . .| 288 y 190 y 93 y 89 y 0 0 
I-Kynurenin 
+ Oxalessig- 
siure ... . 127 y 38 y 0 0 











Die Umaminierungsreaktion zwischen Kynurenin und «-Ketoglutarséure kann 
nur in einer Richtung verlaufen, weil einer der Reaktionsteilnehmer, die o-Amino- 
benzoylbrenztraubensaure, infolge RingschluB zur Kynurenséure das Gleichge- 
wicht nach der Seite der Desaminierung des Kynurenins verschiebt. Am Beispiel 
einer Modellreaktion laBt sich zeigen, daB das Ferment zur reversiblen Umami- 
nierung zwischen f-Benzoylalanin und «-Ketoglutarséure befahigt ist. Benzoyl- 
alanin kann‘sich nicht zum Ring schlieBen, weil die o-Aminogruppe fehlt (Tab. 4). 

* 
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Tab. 4. Reversible Umaminierung zwischen /-Benzoylalanin und «-Ketoglutar- 
siure. 
Ansiitze: Oben beschriebene Mitochondriensuspension wird 48 Stdn, bei 0° gegen 
Wasser dialysiert. 0,75 com werden nach Zusatz des Substrates, gelést in 25 ccm 
m/10-Phosphatpuffer, pq 7,4, und 4y Pyridoxal-5-phosphat pro ccm wahrend 
2'/, Stdn. bei 37° inkubiert. Nachweis der gebildeten Aminosauren erfolgt papier- 
chromatographisch wie oben beschrieben. 








-Keto- . B-Benzoy]- 
Zusatz 6-Benzoyl- ‘ Glutamin- 
Endkonz. alanin- — siure-— —— 
m/200 Nachweis Ween Nachweis cant tie 
B-Benzoylalanin +- 
a-Ketoglutarsire. . fe a+ 7 + 
6-Benzoylbrenztrauben- 
siure + Glutamin- 
sfure. .....- + + cop ++ 














c) Pyridoxal-5-phosphat, Coferment der Kynurenin-«-Keto- 
glutarsadure-Transaminase. Eine Mitochondriensuspension wird 3 Tage in 
der Kalte bei 1—4° dialysiert. Die Aktivitaét der Kynurenin-«-Ketoglutarsiure- 
Transaminase wird dadurch herabgesetzt. Durch Zusatz von Pyridoxal-5-phos- 
phat wird das Enzym reaktiviert (Tab. 5). 


Tab. 5.. Aktivierung der Kynurenin-«-Ketoglutarsiure-Transaminase, 
Mitochondrien werden nach obiger Vorschrift pripariert und bei 1° 48 Stdn. gegen 
Wasser dialysiert. Ansitze: 0,75 ccm Mitochondrien+ Substrate (die in 0,25 ccm 

m/10-Phosphatpuffer gelést sind). 





Zusatz 


Endkonz. Kynurensaurebildung 


Kynureninabnahme 





l-Kyn. m/400 +- «-Keto- 
glutarsiure m/200. . 

1-Kyn. m/400 + «-Keto- 
glutarsiure m/200 + 
4 y Pyridoxal-5-phos- 
“ON ey ear eeeye & 


102 y 35 y 








185 y 68 y 


d) Xanthurensaure wird analog der Kynurensaure gebildet. Wird 
3-Oxy-kynurenin mit erschépfend dialysiertem Rattenleberhomogenat inkubiert, so 


Tab. 6. Xanthurensaurebildung aus 3-Oxy-kynurenin 
und «-Ketoglutarsiure 
Homogenisierte Rattenleber wird mit doppeltem Volumen m/15-Phosphatpuffer, 
py 7,4, versetzt und einige Minuten bei 2000—3000 Touren zentrifugiert. Der Uber- 
stand wird mindestens 24 Stdn. gegen den gleichen Puffer dialysiert. 0,7 com des 
Dialysates werden nach Zusatz der Substrate auf 1 ccm erginzt. Inkubationszeit: 
4 Stdn. bei 37°. Nachweis der Abbauprodukte durch Papierchromatographie. 





























. Bildung von Bildung von 
Zusate von | «-Ketoglutarsdure- | 3 O.y-anthranil- Xanthuren- 
3-Oxy-kynurenin Zusatz i 
siure siure 
0 0 -- — 
m'500 0 + — 
m/500 m/200 2 - 
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entsteht nur 3-Oxy-Anthranilsiure und Alanin. Wenn jedoch noch «-Ketoglutar- 
siure zugesetzt wird, laBt sich Xanthurensiure papierchromatographisch nach- 
weisen (Tab. 6). «-Ketoglutarsiure kann in dieser Umaminierungsreaktion durch 
Brenztraubensaiure oder Oxalessigsiure ersetzt werden. Es ist anzunehmen, dab 
wie bei der Kynurensaurebildung nur die «-Ketoglutarsiure als Partner des uma- 
minierenden Fermentes beteiligt und daB die Wirkung der beiden andern Keto- 
siuren auf die intermediaére Bildung von «-Ketoglutarsdiure zuriickzufiihren ist. 


IV. Pyridoxai-5-phosphat,’das Coenzym der Kynureninase 

Durch fraktionierte Ammoniumsulfatfallungen von léslichem LebereiweiB ge- 
lingt es, die Kynureninase von der Kynurenin-«-Ketoglutarsiure-Transaminase zu 
trennen. Durch solche Fraktionierung erhaltene Kynureninasepraparate werden 
durch Dialyse gegen Wasser bei 4° C vollstandig inaktiert. Pyridoxal-5-phosphat- 
Zusatz hat eine Reaktivierung zur Folge (Tab. 7). 

250 g frische Schweineleber werden im Starmix zerkleinert und in 1,5/ 0,9-proz. 
Kochsalzlésung aufgenommen. Nach 20 Min. langem Zentrifugieren (Stock-Zentri- 
fuge) wird der Uberstand mit festem Ammoniumsulfat bis zum Sattigungsgrad 
von 35% versetzt und die entstandene Fallung durch Zentrifugieren (30 Min.) 
niedergeschlagen und verworfen. Der Uberstand wird bis zu 50% Sattigung mit 
festem Ammoniumsulfat versetzt. Der durch Zentrifugieren gewonnene Nieder- 
schlag wird in_270 ccm Wasser aufgenommen. Die Stickstoffbestimmung nach 
Conway ergibt, daB die Lésung 13% Ammoniumsulfat enthalt. 120 ccm dieser 
Lésung werden zur vollstandigen Sedimentierung der suspendierten Formele- 
mente 30 Min. bei 12000 g zentrifugiert. 107 com des Uberstandes werden mit 5 g 
Ammoniumsulfat versetzt und hochtourig zentrifugiert und die Fallung in még- 
lichst wenig Wasser gelést. Es wird in gleicher Weise noch 4-mal mit je 5g und ein- 
mal mit 10 g Ammoniumsulfat gefallt, so daB im ganzen 6 Fraktionen erhalten 
werden. Durch 24 stdg. Dialyse gegen Wasser bei 4° C unter mehrmaligem Wechsel 
der AuBenfliissigkeit werden die niedrigmolekularen Substanzen vollstandig ent- 
fernt. Der nach Kjeldahl und Conway bestimmte Gesamtstickstoff der dialy- 
sierten EiweiBlésung ist folgender: 

















Fraktion | 1 | 2 3 4 | 5 6 
Nm | i8 | 32 4,1 30 | 33 1,3 
Tab. 7. Reaktivierung der Kynureninase durch Pyridoxal-5-phosphat. 
Fraktion | 1 2 3 4 5 | 6 

Zusatz von 

m/300-d,l- 

Kynurenin. . 0 3,5 5,5 0 0 0 
Zusatz von 

m/300-d,l- 

Kynurenin +- 

2 y Pyridoxal- 

5-phosphat/ 

ORE 6) 5%). os 0 15 23,5 17 5,5 0 




















Als Ma8 der Enzymaktivitaét dient das durch Spaltung freigesetzte Alanin. Die 
angegebenen Zahlen bedeuten y Alanin/mg Stickstoff der Enzyme. Inkubations- 
zeit: 4 Stdn. bei 37°C. 

Die Spaltung des 3-Oxy-kynurenins ist in gleicher Weise vom Pyridoxal- 
5-phosphat abhangig (Tab. 8). Es werden die gleichen EiweiBfraktionen zur Spal- 
tung verwendet, die jedoch 68 Stdn. dialysiert waren. 
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Tab. 8. Spaltung von 3-Oxy-kynurenin. 





Fraktion 2 3 4 5 





Zusatz von m/300-d,1-3-Oxy- 
EGUIMIMD TG ihe Ye! a Ge) oad" 9) 00 5 4 0 0 

Zusatz von m/300-d,l-3-Oxy-kynu- 
renin + 2 y Pyridoxal-5-phosphat/ 
OR es wee ele he ope, eine, narod 14 16 1l 9 


Die angegebenen Zahlen bedeuten y gebildetes Alanin/mg Enzymstickstoff. Inku- 
bationszeit: 4 Stdn. bei 37° C. 








V. Bei der Kynurenin- und 3-Oxy-kynureninspaltung ist das gleiche 
Apoferment wirksam 


Das lésliche Eiwei8 aus Schweineleber wird durch Ammoniumsulfatfallung 
in mehrere Fraktionen unterteilt und jede einzelne Fraktion auf Kynurenin- und 
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Abb. 1. Verteilung der Kynurenininase und Glutaminsiure-Brenztraubensaure- 
Transaminase im léslichen LebereiweiB. Ordinate: y Alanin, Abszisse: Sattigung 
mit (NH,), SO,. 


3-Oxy-kynureninspaltung gepriift. In Abb. 1 ist das Ergebnis dargestellt, indem 
die SpaltungsgréBe mit dem zur Fallung verwendeten Ammoniumsulfat in Bezie- 
hung gesetzt wird. Man sieht, daB die Kurven fiir Kynurenin und 3-Oxy-kynurenin 
gleich verlaufen, mit dem Un‘»rschied, daB diejenige fiir 3-Oxy-kynurenin héher 
ist. Die Kurve der Glutaminsaare-Brenztraubensaure-Transaminase, die zum Ver- 
gleich herangezogen wurde, verlauft anders. Alle Ansaitze enthalten das Coenzym, 
Pyridoxal-5-phosphat, und die Substrate in optimaler Konzentration, so daB der 
begrenzte Faktor die Apofermentkonzentration ist. Aus diesem Verhalten ist zu 
schlieBen, da8 fiir die Kynurenin und 3-Oxy-kynurenin-Spaltung das gleiche Apo- 
ferment benstigt wird. 
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Es wurden die auf Seite 117 beschriebenen EiweiBfraktionen verwendet. Es 
wird soviel Substratmenge (d,/-Kynurenin, d,l-Oxy-kynurenin, Glutaminsiure und 
Brenztraubensaure) zugesetzt, daB die Endkonzentration in allen Fallen m/200 
betragt. Als Puffer dient m/15 Phosphatpuffer, pq 7,4. Inkubationszeit: 4 Stdn. 
bei "ls C. Als MaB der Enzymwirkung dient das pro mg Enzymstickstoff gebil- 
dete Alanin. 


Besprechung der Ergebnisse 


Ausscheidungsversuche an Vit.-B,-Mangeltieren haben ergeben, daB 
das Vitamin B, mit dem Tryptophanstoffwechsel in Beziehung steht’. 
Im wesentlichen hat sich gezeigt, daB B,-Mangel die Nicotinséiurebildung 
herabsetzt und im vermehrten Mae Kynurenin, Xanthurensdéure und 
3-Oxy-kynurenin ausgeschieden werden. Dieses Verhalten la8t sich, 
nachdem erkannt worden ist, daB Vitamin B, fiir die Kynureninspaltung 
notig ist, folgendermaBen erkliren**. Dem Kynurenin und 3-Oxy-kynu- 
renin stehen zwei Abbauwege offen. Entweder findet Desaminierung 
zur «-Ketoséure und Ringschlu8 zur Kynurensiure bzw. Xanthuren- 
siure statt, oder es erfolgt Spaltung in Anthranilsiure bzw. 3-Oxy- 
anthranilsiure und Alanin. Ist die Fahigkeit zur Spaltung durch Vita- 
min-B,-Mangel herabgesetzt, so reichern sich Kynurenin und 3-Oxy- 
kynurenin an, was in einer erhohten Ausscheidung zum Ausdruck kommt, 
und es steht in vermehrtem MaBe 3-Oxy-kynurenin zur Desaminierung zur 
Verfiigung, so daB Xanthurensiure ausgeschieden wird. 

Die Auffassung von Dalgliesh und Mitarbb.”’, daB die Kynuren- 
siure- und Anthranilsiurebildung iiber o-Aminobenzoylbrenztrauben- 
siure als gemeinsames Zwischenprodukt fiihrt und da8 das Vitamin B, 
als Coferment an dieser Umwandlung beteiligt ist, steht im Widerspruch 
zu den oben angefiihrten Beobachtungen. Diese Untersuchungen be- 
weisen, daB dic Desaminierung des Kynurenins und des 3-Oxy-kynure- 
nins unabhingig von der Abspaltung der Seitenkette erfolgt. In Uber- 
einstimmung mit diesen Befunden finden Stanier und Mitarbb.”®, daB 
bei Pseudomonas fluorescens die Anthranilsiure auch unabhangig 
von der Kynurensiure gebildet wird. Es gibt Stémme, die Kynurenin 
nur in Anthranilsaiure, andere, die Kynurenin nur in Kynurensaure um- 
wandeln kénnen. 

Das Pyridoxal-5-phosphat wirkt als Coenzym der Kynureninase. 
Pyridoxalphosphat ist somit imstande, neben der Aminosauredecar- 


23 §. Lepkovsky, E. Roboz u. A.J. Smit Haagen, J. biol. Chemistry 
149, 195 [1949]; G. E. Cartwright, M. M. Wintrobe, P.Jones, M. Lauritsen 
u. S. Humphreys, Bull. John Hopkins Hosp. 75, 35 [1944]; E.C. Miller u. 
C.A. Baumann, J. biol. Chemistry 159, 173 [1945]; H.E. Axelrod, A. F. 
Morgan u. S. Lepkovsky, J. biol. Chemistry 160, 155 [1945]; C.C. Porter, 
J.Clack u. R. H. Silber, J. biol. Chemistry 167, 573 [1947], Arch. Biochemistry 
18, 339 [1948]; L. M. Greenberg, Arch. Biochemistry 21, 237 [1949]; C. E. 
Dalgliesh, Biochem. J. 52, 3 [1952]. 

24 O, Wiss u. H. Thoelen, Helv. physiol. pharmacol. Acta 8, 642 [1950]. 
2 C, E. Dalgliesh, W. E. Knox u. A. Neuberger, Nature [London] 168, 
20 [1951]. 
26 R. Y. Stanier u. O. Hayaishi, Science [New York] 28, 1 [1951]. 
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boxylierung, der Transaminierung und der Tryptophanasereaktion auch 
die Abspaltung der Alaninseitenkette aus Kynurenin und 3-Oxy-kynu- 
renin zu katalysieren. Die Tatsache, da durch wiederholte Ammonium- 
sulfatfallungen und durch Dialyse gereinigte Fermentpriaparate noch 
wirksam sind, macht es sehr wahrscheinlich, da fiir die Spaltung ein 
einziges Enzym verantwortlich ist, d.h. daB die Abspaltung in einem 
Schritt erfolgt. Es ist anzunehmen, dai sowohl bei der Decarboxylic- 
rung, bei der Transaminierung, als auch bei der Tryptophanasereaktion 
und der Kynureninspaltung durch Bindung der Aldehydgruppe des 
Pyridoxalphosphates an die «-Aminogruppe der Aminosaure die Enzy- 
substratbindung zustandekommt und da je nach Konstitution des 
Apofermentes die Decarboxylierung, Desaminierung oder die Abspaltung 
der Seitenkette des Tryptophans oder des Kynurenins eintritt. 

Es wird der Nachweis erbracht, dai die Desaminierung des Kynu- 
renins und des 3-Oxy-kynurenins zu den entsprechenden «-Ketosiéuren 
durch Umaminierung erfolgt und daB das verantwortliche Enzym den 
bei anderen Transaminasen erkannten GesetzmaBigkeiten unterliegt. 
Pyridoxal-5-phosphat ist auch Coferment der Kynurenin-Transaminase. 
Als Partner dient die «-Ketoglutarsiure. Das Enzym findet sich vor- 
wiegend in den Mitochondrien und ist, wie im Modellversuch gezeigt 
werden kann, zur reversiblen Reaktion befihigt. 


Die erhéhte Ausscheidung von Kynurenin, 3-Oxy-kynurenin und 
Xanthurensaure und die Herabsetzung der Nicotinsaiurebildung bei Vita- 
min-B,-Mangel laBt sich, wie oben ausgefiihrt, durch eine Verminderung 
der Kynureninaseaktivitaét erkliaren. Nachdem nun der Nachweis er- 
bracht ist, daB das Vitamin B, auch fiir die Desaminierung des Kynu- 
renins und 3-Oxy-kynurenins nétig ist erscheint die oben gegebene Er- 
klarung als nicht mehr so zwingend. Immerhin ergibt sich kein Wider- 
spruch, denn es ist durchaus méglich, daf Vitamin-B,-Mangel sich bei 
den einzelnen pyridoxalhaltigen Fermenten verschieden auswirkt, wie 
das fiir andere Faille schon bekannt ist. Als Beispiel lassen sich Ver- 
suche zur Erzeugung von Tryptophanmangel heranziehen. So gelingt es, 
bei der Ratte durch Einschrinkung der Tryptophanzufuhr Nicotin- 
sduremangel zu erzeugen, ohne daf ein Mangel an Tryptophan bei der 
EiweiBsynthese in Erscheinung tritt. 


Zusammenfassung 


1. Durch praparative Trennung der Fermentproteine laéBt sich zei- 
gen, daB die Kynureninspaltung in Anthranilsiure und Alanin unab- 
hangig von der Desaminierung zur 0-Aminobenzoyl-brenztraubensaéure 
cerfolgt, so daB letztere als Vorstufe der Anthranilsaure nicht in Betracht 
kommt. ' 

2. Sowohl das spaltende Enzym, die Kynureninase, als auch das 
desaminierende, die Transaminase, bendtigen Pyridoxal-5-phosphat als 
Coenzym. 
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3. Die Kynureninase findet sich im léslichen LebereiweiB. Durch 
wiederholte Ammoniumsulfatfallungen 1iBt sich eine betrachtliche An- 
reicherung des Fermentproteins erzielen. 

Durch Lyophilisieren gewonnene Trockenpriaparate behalten iiber 
mehrere Monate ihre Aktivitat. 

Es ist anzunehmen, daB die Spaltung in einem Reaktionsschritt 
erfolgt. 

3-Oxy-kynurenin wird vom gleichen Enzym gespalten. Es wird der 
Nachweis erbracht, daB die Apofermente fiir die Kynurenin- und Oxy- 
kynureninspaltung identisch sind. 

4. Lebermitochondrien enthalten eine besonders wirksame Kynu- 
renin-Transaminase, hingegen keine Kynureinase. 

Als Partner der Kynurenin-Transaminierung wirkt die «-Keto- 
glutarsiure. Die entstandene o-Aminobenzoyl-brenztraubensaure wird 
vermutlich ohne enzymatischen Einflu8 zur Kynurensaure ringge- 
schlossen. 

3-Oxy-kynurenin wird durch die gleiche Reaktion in die entspre- 
chende «-Ketosaure und in die Xanthurenséure umgewandelt. 

Die Kynurenin-«-ketoglutarsiure-Transaminase ist, wie im Modell- 
versuch gezeigt werden kann, zur reversiblen Reaktion befahigt. 


Uber Aminosaureverbindungen der Alginsdure 
Von 


Fritz Micheel und Erno Millé 
Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitit Miinster (Westf.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Mai 1953) 


Die natiirlichen Kohlenhydrat-Proteinverbindungen lassen sich 
hinsichtlich ihres Aufbaues grundsitzlich in 3 Gruppen einordnen: 
a) Ein Polysaccharid ist an ein Protein gebunden; b) Mono- oder Oligo- 
saccharid-Reste sind an ein Protein gebunden; c) Aminosaure- oder 
kiirzere Peptidketten sind an ein Polysaccharid gebunden. Zu letzterem 
Typ gehoren die Blutgruppensubstanzen, von denen die Substanzen A 
und B am besten bekannt sind. Fiir die Synthese von Stoffen des 
Typs (c) stehen verschiedene Wege zur Verfiigung, von denen zwei 
genannt seien: entweder kann man ein carboxylhaltiges Polysaccharid 
iiber seine Carboxylgruppe nach der Azidmethode mit einer freien 
Aminogruppe des Peptides bzw. der Aminoséure verkniipfen oder man 
verestert Carboxylgruppen von Aminosauren bzw. Peptiden mit Hydro- 
xylgruppen von Polysacchariden. Wir beschreiben im folgenden Stoffe, 
die die Komponenten nach der ersteren Art gebunden enthalten. Als Poly- 
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saccharid wurde die Polymannuronsdure (Alginsaure) (I) gewahlt, 
die aus einem technischen Natriumalginat durch Reinigungsprozesse 
bequem gewonnen wurde. Dabei gelangten zwei verschiedene Algin- 
siurepraparate zur Verwendung, die je nach dem angewandten Reini- 
gungsprozesse erhalten wurden. Priparat A hatte noch einen Stickstoff- 
gehalt von 0,4%, enthielt jedoch auf jeden Hexoserest eine Carboxyl- 
gruppe; Praparat B war frei von Stickstoff, enthielt jedoch weniger 
als 1 Carboxyl auf 1 Hexoserest (Aquiv.-Gew. 215 statt ber. 176). Die 
gereinigte freie Alginsiure konnte unter geeigneten Bedingungen mit 
Diazomethan in den Methylester (II) iibergefiihrt werden. Dabei lie8 
es sich nicht vermeiden, da8 auch beim Arbeiten unter sehr milden 
Bedingungen alkoholische Hydroxylgruppen in geringem MaBe ver- 
dithert wurden. Diese Methoxylgruppen waren also mit Alkali nicht 
verseifbar und traten bei weiterer Umsetzung mit Hydrazin nicht in 
Reaktion. Sie fiithrten zu einer starken Verminderung der Léslichkeit 
in Wasser. Eine Veresterung mit methanolischer Salzsaure ist ebenfalls 
durchfihrbar, fiihrt aber naturgemif8 zu einer Verkiirzung der Ketten. 
Dies bedingt jedoch eine gute Léslichkeit der Algicyl-peptide in Wasser, 
was andererseits fiir die immunologische Priifung von Wert ist. Die 
Ester wurden in der frither beschriebenen Art! iiber die Hydrazide (III) 
in die Azide iibergefiihrt und letztere mit verschiedenen Aminosduren 
umgesetzt. -Es war jedoch nicht méglich, mehr als etwa 65% der Ester- 
gruppen (siehe- Versuchsteil) in das Hydrazid iiberzufiihren, wahrend 
die Umsetzung zum Amid mit etwa 85% gelang. Dabei war es ohne 
wesentlichen EinfluB, ob in methanolischer Lésung mit Hydrazin- 
hydrat oder Hydrazin oder in waBriger Lésung mit Hydrazinhydrat 
gearbeitet wurde. Bei Ausschlu8 von Wasser enthielten die Reaktions- 
produkte noch nicht umgesetzte esterartige Methoxylgruppen, wahrend 
in waBrigem Milieu durch Verseifung der nicht umgesetzten Ester- 
gruppen freie Carboxylgruppen sich bildeten. Nicht zweckmaBig war 
es, den Alginsaéureester mit Hydrazinhydrat ohne Lésungsmittel zur 
Reaktion zu bringen. Hier bildeten sich verhornte Polymerisate. Ein 
Gehalt an freien Carboxylgruppen an den Kohlenhydratresten war 
jedoch fiir die Darstellung der Endprodukte nicht stérend, sondern 
mit Riicksicht auf die angestrebte strukturelle Analogie zu Natur- 
produkten sogar erwiinscht. Zur Entfernung von salzartig gebundenen 
Hydrazinresten wurde das Hydrazid der Elektrodialyse unterworfen. 
Das durch Umsetzung des Hydrazids mit salpetriger Saéure erhaltene 
Algicylazid (IV) wurde unmittelbar mit den betreffenden Amino- 
siuren umgesetzt, und zwar gelangten zur Anwendung: Glykokoll 
(— V), Lysin (— VI), Arginin (— VII), Cystin (— VIII), Tyro- 
sin (— IX) und Glycylglycin (— X), die zu den betreffenden 
Peptiden fihrten. 


1 Z. B. F. Micheel u. U. Heuer, Makromolekulare Chem. 8, 217; F. Micheel 
u. J. Ewers, ebenda 8, 200 [1949]. 
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Der Gang der Reaktionen ergibt sich aus folgendem Schema: 


cor 
_] aH: - os ” 
silted Thou HO ‘ 
H 
IR = OH, Alginsiure IV = Nj, Alginsiure-azid 


II = OCH,, Alginsiure-methylester V = —NH-CH,COOH, Algicyl-glykokoll 
Il = NH—NH,, Alginsdiure-hydrazid VI, VII, VIII, 1X, X, analog V. 


Es lassen sich noch keine Angaben machen, welche der Aminogruppen 
des Lysins reagieren oder ob es mitunter beide tun. Die phenolische 
Hydroxylgruppe des Tyrosins reagiert unter diesen Bedingungen nicht. 

Es zeigte sich, daB nur ein Teil der Azidgruppen, deren Zahl von 
den Reaktionsbedingungen abhaingt, mit den Aminosauren reagiert, 
offenbar werden Azidgruppen bei pg 9 schon mit merklicher Geschwindig- 
keit verseift. Der maximale Gehalt an den einzelnen Aminosauren, 
den die bisher von uns synthetisierten Algicyl-peptide hatten, ergibt 
sich aus Tab. 1. Alle Produkte wurden durch Elektrodialyse gereinigt. 


Tab. 1. Algicyl-peptide. 














% der vorhandenen 

Aminosiaure-Reste % Carboxylgruppen 
besetzt 
Glykokoll. . . 12,1 44,3 
Li 10,7 25,3 
Arginin. ... 14,2 30,5 
Cystin .... 14,3 26,0 
Tyrosin. ... 21,4 | 45,0 
Glycyl-glycin . 8,2 | 20,7 


Der Gehalt an Aminosiéureresten wurde aus dem Stickstoffgehalt 
der Endprodukte ermittelt. Der Cystingehalt wurde auBerdem aus dem 
Schwefelgehalt, der Tyrosingehalt kolorimetrisch mit «-Nitroso-f- 
naphthol? und durch Messung der UV-Absorption bestimmt. Die so 
ermittelten Werte stimmten innerhalb der zu erwartenden Fehler- 
grenzen hinreichend iiberein. 

Die Algicyl-peptide sind leichter léslich als die urspriingliche 
Alginsaéure und offenbar nicht homogen, wie sich aus ihren Léslichkeits- 
eigenschaften ergibt: man konnte einen in Wasser léslichen und einen 
darin fast unléslichen, jedoch in Bicarbonat léslichen Anteil isolieren. 
Sofern man von einem mit Diazomethan hergestellten Alginsdureester 
ausgeht, ist in Wasser nur wenig léslich. Die Alginsiure selbst und ihr 
Mcthylester sind darin unléslich. Geht man fiir die Kondensation mit 


2 F. Micheel u. E. Giesbert, unveréffentlicht. 
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Aminosauren nicht von einem mit Diazomethan hergestellten Ester, 
sondern von einem mit methanolischer Salzsiure gewonnenen aus, 
dessen Ketten abgebaut sind, so sind die dann erhaltenen Algicy- 
peptide in Wasser besser, in Bicarbonat vollstiandig léslich. 

Die synthetisierten Algicyl-peptide sind von Interesse in bezug 
auf ihr immuno-chemisches Verhalten. Uber diese Untersuchungen 
wird an anderer Stelle berichtet. 


Fir die Unterstiitzung unserer Arbeiten danken wir der Deutschen For. 
schungsgemeinschaft. 


Beschreibung der Versuche 


Alginsaure (I) 

Die Alginséiure wurde aus ihrem Natriumsalz (,,Cohasal I H“‘) auf folgendem 
Wege hergestellt: 5 g des Salzes werden in 1/1 Wasser gelést, die Lésung durch 
eine Glasfritte gesaugt, sodann mit 40 cm* 2-proz. Salzsiure auf py 2,5 gebracht 
und 500 cm* Methanol zugegeben. Die ausgefallene Alginsaiure wird abzentrifugiert 
und das Wasser durch mehrfaches Behandeln mit Methanol in einer Riihrapparatur 
und anschlieBendes Abzentrifugieren durch Methanol und dieses anschlieBend 
nach der gleichen Methode durch Ather verdrangt. Dies Praparat wird als flockige 
Masse unter Ather aufgehoben und dient der weiteren Umsetzung. Zur Analyse 
wird im Hochvakuum bei 56° getrocknet. Das Praparat ist frei von Stickstoff, 
Schwefel und Methoxylgruppen. Der Gehalt an Carboxylgruppen wurde bestimmt 
durch 1. Analyse des Natriumsalzes; 2. Analyse des Bariumsalzes; 3. Titration 
des durch “Elektrodialyse gereinigten Produktes mit n/10-KOH; 4. Verseifen der 
mit Diazomethan oder mit Methanol-Salzsiure erhaltenen Methylester mit Lauge. 


Carboxyl-gehalt, ber. 25,5%, gef. 21,0% 
Aquiv.-Gew., ber. 176, —gef. 215. 


Alginsaure-methylester (II) 
a) Eine wie oben erhaltene atherische Suspension von I wird bei —5° mit 
einer mit Wasser gesattigten atherischen Diazomethan-Lésung versetzt, bis 
der Ather eine bleibende Gelbfarbung beibehiilt. 


Gef. nach 10 Min. Reaktionsdauer 15,8% OCHs. 
Gef. nach 12 Stdn. Reaktionsdauer 17,3% OCHs. 
Ber. auf den Carboxylgehalt 13,6% OCHs. 


b) 5g Natriumalginat (bis zur Gew.-Konstanz getrocknet) werden mit 
2-proz. methanolischer Salzsaiure 6 Stdn. unter RiickfluB gekocht. Dann 
wird abgesaugt und bis zur Entfernung von Chlorionen mit Methanol/Wasser, 
anschlieBend mit Aceton gewaschen und getrocknet. 

Gef. nach 6Stdn. mit 2-proz. HCl 14,0% OCH. 

Gef. nach 12 Stdn. mit 1-proz. HCl 8,5% OCH. 

Die Methylester sind in Wasser praktisch unléslich. Ein Teil der Methoxylgruppen 
ist bei den héher methylierten Estern nicht verseifbar. 


Alginséiure-amid 
0,25 g IL (Methoxylgehalt 17,3%) werden mit 50cm* konz. waBr. Am- 
moniak 48 Stdn. bei Zimmertemperatur geschiittelt. Es wird i. Vak. eingeengt, 
mit verd. Salzsiure neutralisiert und durch Zugabe von Aceton ausgefallt. Das 
Rohprodukt wird abgesaugt und anschlieBend in waBriger Lésung (mit viel Boden- 
k6érper) elektro-dialysiert. Das so gereinigte Material wird nach dem Versetzen 
der Lésung mit Aceton abgesaugt, mit Aceton/Wasser und dann mit Aceton aus- 
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gewaschen. Zur Analyse wird im Hochvakuum bei 56° getrocknet. Gef. 5,5% N. 
Ber. auf urspriingliche Estergruppen 6,5°% N; es ist also in geringem MaBe Ver- 


seifung eingetreten. 
Algicyl-hydrazid (III) 

a) 2,5g eines noch atherfeuchten Esters (IT) (Methoxyl: 17,3°%), der mit 
Diazomethan dargestellt wurde, werden in 100 cm einer 2,5-proz. methanolischen 
Hydrazin-Lésung suspendiert und 3 Tage geschiittelt. Dann wird abgesaugt 
und solange ausgewaschen, bis alles Hydrazin entfernt ist. Zur Entfernung des 
salzartig gebundenen Hydrazins wird anschlieBend elektrodialysiert. Die waBrige 
Lésung wird im Vakuum eingeengt, das Hydrazid mit Aceton ausgefallt, abgesaugt 
und schnell mit Aceton ausgewaschen und getrocknet. Das Hydrazid ist in verd. 
Salzsiure unléslich. Gef. 7,8% N; 3,6% OCH. 

b) 2,5g Ester, mit Methanol-Salzsiure dargestellt (Methoxylgehalt 14%) 
werden mit 100 cm? einer 25-proz. wiBr. Hydrazin-Lésung 3 Tage geschiittelt. 
Das Produkt wird nach der Neutralisation aufgearbeitet wie unter a) angegeben. 
Es ist in verd. Salzsiure léslich. 

Gef. 7,9% N; 0,0% OCH3. 

Algicyl-azid (IV) 

2,5 g III werden in 250 cm? 2-proz. Salzsiure bei —5° unter Riihren langsam 
mit verd. Natriumnitrit-Lésung versetzt, bis nach 2 Stdn. (bei dem unlés- 
lichen Hydrazid nach 5 Stdn.) 1 Tropfen der Lésung mit Jod-Ion eine bleibende 
positive Nitritreaktion gibt. Dann wird unter staéndiger Kiihlung mit konz. Kali- 
lauge vorsichtig neutralisiert. Diese Suspension wird fiir jede Kondensation mit 
Aminosiuren zubereitet und unmittelbar verwendet. 

Algicyl-peptide 

Die Aminosauren werden in alkalischer Lésung bei pg 9 zur Reaktion ge- 
bracht. Cystin und Tyrosin werden zunachst in starkerer Lauge gelést und diese 
Lésung dann mit verd. Essigsiure auf pq 9 eingestellt. 

Die neutrale, wie oben erhaltene Azidsuspension wird in einer Riihr- 
apparatur auf unter 0° gekiihlt und die obige Lésung, die die Aminosaure in 
100% UberschuB, berechnet auf die Azidgruppen enthalt, langsam tropfenweise 
zugegeben. Der py-Wert wird auf 8,5—9,0 gehalten und anschlieBend die Sus- 
pension etwa 20 Stdn. im Kiihlschrank aufgehoben. Sodann wird im rotierenden 
Cellophanschlauch zunachst gegen Wasser vom py 7,5 (bei Cystin und Tyrosin 
von py 8,5) 2 Tage dialysiert, sodann weitere 3 Tage gegen dest. Wasser. Zum 
SchiuB werden die Umsetzungsprodukte der Elektrodialyse unterworfen. Die 
Isolierung der Algicyl-peptide erfolgt nach dem Einengen der Lésungen durch 
Ausfallen mit Aceton, Abzentrifugieren und Auswaschen mit Aceton. Um aus 
dem gefundenen Stickstoffgehalt der Produkte den Gehalt an Aminosaureresten 
ermitteln zu kénnen, wurde ein Teil des jeweils verwandten Azids (IV) dem gleichen 
Aufarbeitungsgang, aber ohne Zugabe von Aminosiure, unterworfen. Es zeigte 
sich, daB das so durch Verseifen des Azids gewonnene Alginsiurepraparat einen 
Gehalt von 0,4—0,6% N hatte, der bei der Analyse der betreffenden Algicyl- 
peptide in Abzug gebracht wurde. Uber die Bindung dieses Stickstoffs kénnen 
noch keine Angaben gemacht werden. Mischungen von Alginséure mit Amino- 
siuren, dem obigen Aufarbeitungsgang unterworfen, ergaben als Endprodukt eine 
N-freie Alginsiure. 

Der Aminosiuregehalt wurde nach folgendem Ansatz berechnet: 

x= % Aminosiure im Algicylpeptid, 
a=% N in der Aminosiure, 
b = % N in der aus dem Azid erhaltenen Alginsiure, 
c = % N im Algicyl-peptid, 
c—b 
vie hy 100. 
Der Gehalt von Algicyl-peptiden an Aminosiuren ist aus Tab. 1 zu entnehmen. 


z= 
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Fir die Tyrosinbestimmung mit «-Nitroso-$-naphthol wurde die Methode 
von Thomas*® dahingehend abgeandert*, daS statt Athanol als Lésungsmittel 
Glycerin verwandt wurde. Die photometrische Tyrosinbestimmung bei 293,5 mu 
wurde im Unicam-Spektralphotometer nach dem Verfahren von Goodwin und 
Morton durchgefiihrt >. 





Beispiel: 
| Tyrosingehalt gefunden aus 
| , 
| N-Gehalt kolorimetrisch | eo 
Algicyl-tyrosin 4,5 + 1,3% 3,6% 4,2% 
Zusammenfassung 


Alginséure (Poly-mannuronsaure) wird mit ihren freien Carboxy]l- 
gruppen nach der Azidmethode mit verschiedenen Aminoséuren und 
mit Glycyl-glycin umgesetzt. Die Verkniipfung von Polysaccharid und 
Aminosaurerest geschieht durch eine —CO-NH-Gruppe. Die Stoffe 
gehéren zum Typ der natiirlichen Kohlenhydrat-Eiwei8verbindungen, 
bei denen am Molekiil des Polysaccharids einzelne Aminoséuren oder 
kiirzere Peptidketten sitzen. 


3 L. E. Thomas, Arch. Biochemistry 5, 175 [1945]. 
4 F. Micheel u. E. Giesbert, unveréffentlicht. 
5 T. W. Goodwin u. R. A. Morton, Biochem. J. 40, 628 [1946]. 


Enzymatische Umwandlungen von Steroiden 


I. Mitteilung 
Vergleich der Steroidumwandlung in Leber und Nebenniere 
Von 
H. J. Hiibener und D. Amelung 


Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt a. M. 
Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Mai 1953) 


Uber die Einwirkung von Fermenten auf die Nebennierenrinden- 
(NNR)-Hormone sind in den letzten Jahren nach den grundlegenden 
Arbeiten von Hechter, Pincus und Mitarbeitern! und Staudinger? 
zahlreiche Verdffentlichungen erschienen. Jedoch haben sich diese 
Untersuchungen im wesentlichen auf die fermentativen Leistungen der 


1 O. Hechter, A. Zaffaroni, R. P. Jacobsen, H. Levy, R. W. Jeanloz, 
V. Schenker u. G. Pincus, Recent Progr. Hormone Res. 6, 215 [1951]. 

* Hj. Staudinger, Erstes Freiburger Symposion iiber Probleme des Hypo- 
physen-Nebennierenrindensystems. Springer-Verlag 1953. 
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Nebenniere selbst beschrankt und nur relativ wenig wurde iiber die 
chemischen Veranderungen mitgeteilt, die die Steroidhormone im Orga- 
nismus nach Ausschiittung aus der Nebenniere erleiden. Um das extra- 
adrenale Schicksal der NNR-Hormone weiter zu verfolgen, haben wir 
Homogenate verschiedener Saugetierorgane mit kleinen Mengen der 
uns zugadnglichen Steroide bebriitet und die Umwandlungsprodukte 
papierchromatographisch qualitativ und quantitativ bestimmt. Die 
extraadrenalen Veranderungen der NNR-Hormone wurden vor allem 
an Leberhomogenaten untersucht und unter gleichen experimentellen 
Bedingungen mit den adrenalen Umwandlungen verglichen. 

Um méoglichst frisches Organmaterial zu verwenden, arbeiteten 
wir mit Rattenlebern, die wir sofort nach dem Toten der Tiere homo- 
genisierten. Die Nebennieren der Ratten sind jedoch zu klein fiir gréBere 
cyl. ff Reihenversuche. Zur Untersuchung der fermentativen Leistung der 
ind § Nebenniere wurden deshalb Rindernebennieren verwandt. Im Verlauf 
ind § der Arbeit zeigte sich nun, daB bei der Bebriitung von Steroiden mit 
ffe Leberhomogenaten verschiedener Tierarten (Ratte, Meerschweinchen, 
en, Rind, Schwein) die gleichen Umwandlungsprodukte gefunden werden, 
der § nur quantitativ bestehen Unterschiede. Entsprechendes gilt fiir die NN- 
Homogenate verschiedener Tierarten (Rind, Schwein). Danach besteht 
also eine weitgehende Ubereinstimmung im Steroidstoffwechsel eines 
Organs, die uns einen qualitativen Vergleich der Steroidumwandlung in 
Leber und Nebenniere am Modell der Rattenleber und der Rinderneben- 
niere gestattet. Ob ein solcher Vergleich ohne Einschrainkung zulassig . 
ist, kann nach den vorliegenden Befunden noch nicht sicher entschieden 
werden. So ist z. B. nach den Untersuchungen von Bush? der quali- 
tative und quantitative Steroidzehalt des NN-Venenblutes bei ver- 
schiedenen Saugetieren recht verschieden. 











































Ergebnisse 


Zunachst wurde die Einwirkung von Rattenleberhomogenaten und 
Rinder-NN-Homogenaten auf die 5 uns zur Verfiigung stehenden aktiven 
NNR-Hormone untersucht *: Kendalls Compound B (Corticosteron) 
II, Reichsteins Verbindung Q (l11-Desoxy-corticosteron) III, 
Kendalls Compound E (Cortison) IV, Kendalls Compound F (17- 
Oxy-corticosteron) V und Reichsteins Verbindung § (11-Desoxy- 
17-oxycorticosteron) VI (Formeln in Abb. 1). Die Ergebnisse 
m- zeigt Tab. 1. 


en Die Zahlen geben an, wieviel Prozent des eingesetzten Steroids nach dem 
2 g g 

Tr Bebriiten wiedergefunden und wieviel in neue Verbindungen umgewandelt wurden. 

se Bei der Addition von wiedergefundenem und neu gebildetem Steroid ergab sich 


ler auch nach Abzug eines methodisch bedingten Verlustes von 15% stets eine Diffe- 
renz von 5—15% zur urspriinglich bebriiteten Steroidmenge. Dieser Anteil (in der 
Tabelle mit Abbau bezeichnet) ist zu mit unserer Methode nicht nachweisbaren 


3 J. E. Bush, J. Endocrinology 9, 95 [1953]. 
* Compound A(11-Dehydro-corticosteron) I stand uns nicht zur Verfiigung. 
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Tab. 1. Zusammenstellung der beim Bebriiten von aktiven NNR-Hormonen mit 
Rattenleber- und Rinder-Nebennieren-Homogenaten erhaltenen qualitativen und 
quantitativen Ergebnisse. 
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Verbindungen abgebaut worden. Die angegebenen Werte sind Durchschnittswerte 
mehrerer Einzeluntersuchungen. Beim Vorliegen einer geniigenden Anzahl von 
Einzelwerten fiir eine Reaktion (mindestens 10) wurde die mittlere quadratische 
Streuung berechnet (-+- Angaben in der Tabelle). Bei weniger als 10 Einzelunter- 
suchungen ist die obere und untere Grenze fiir die betreffende Reaktion in Klam- 
mern angegeben. Wegen der unterschiedlichen Fermentaktivitét mannlicher und 
weiblicher Ratten sind in der Tabelle nur die mit Leberhomogenaten mannlicher 
Ratten gefundenen Werte enthalten*. Das Verhiltnis Gewebe: Steroid betrug in 
den Leberhomogenaten 2000:1, in den Nebennieren-Homogenaten 6000:1. 

Uber die, Umwandlung von Cortison (Compound E) in Compound F 
durch Leberhomogenate haben wir kiirzlich berichtet*. Zur gleichen 
Zeit beschrieben auch Pincus und Mitarbeiter® diese Reduktion des 
Cortisons in der Leber. In unseren Versuchen wurden von Leberhomo- 
genaten mannlicher Ratten zwischen 42 und 80% des zugesetzten Cor- 
tisons in Compound F umgewandelt. Die Aktivitaét der an dieser Um- 
wandlung beteiligten Enzymsysteme ist weitaus gréBer als die aller 
andern von uns untersuchten Systeme. Durch Zusatz von Siauren des 
Cyclophorase-Systems, von Ascorbinsiiure und Diphosphopyridin- 
nucleotid (DPN) la8t sich die Ausbeute an Compound F noch verbessern. 

Eine Umwandlung von Cortison in Compound F durch NN-Homo- 
genate ist bisher noch nicht beschrieben worden. Unsere ersten Ver- 
suche in dieser Richtung schlugen fehl. Erst als wir dem Ferment- 
Substratgemisch verschiedene aktivierende Substanzen zusetzten 
(0,005-m. Citronensaure, 0,005-m. Bernsteinséure, 0,005-m. Fumarsiaure, 
0),005-m. Ascorbinsiure, 600 y DPN), bildeten sich quantitativ erfaBbare 
Mengen an Compound F. Cortison 1a8t sich also auch durch Rinder-NN- 
Homogenate zu Compound F reduzieren, die Ausbeute ist jedoch trotz 
Zusatz von Aktivatoren sehr gering. 


4D, Amelung, H. J. Hiibener, L. Roka u. G. Meyerheim, Klin. Wschr. 
31, 386 [1953]. 

5 C. A. Fish, M. Hayano u. G. Pincus, Arch. Biochem. Biophysics 42, 480 
[1953]. 

* Uber ‘statistisch gesicherte, geschlechtsgebundene Unterschiede der Fer- 
mentaktivitét wird in anschlieBender Mitteilung berichtet. 
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Die Umwandlung von Compound F in Cortison beobachteten wir 
nur boi 2 Versuchen mit Schweinelebern in sehr geringem AusmaB. 
Auch Rinder-NN-Homogzenate bildeten s2hr wenig Cortison aus Com- 
pound F. Die Umkehrbarkeit der Reaktion 

Compound E + H, == Compound F 


spricht fiir das Vorliegen eines Gleichgewichts, das unter unseren ex- 
perimentellen Bedingungen bei Rattenlebern vollstindig, bei Rinder- 
NN und Schweinelebern weitgehend nach rechts verschoben ist. 

Die Bildung von Compound F aus Reichsteins Verbindung S unter 
der Einwirkung von Leberhomogenaten ist bereits bekannt®*. Aber 
nicht nur in Verbindung §S, sondern auch in Verbindung Q (DOC) wurde 
in unseren Versuchen in 11-Stellung eine Oxygruppe eingefiihrt, DOC 
wird also durch Leberhomogenate in Corticosteron umgewandelt. Die 
geringe Ausbeute dieser Reaktion im Vergleich zur Umwandlung von 
Verbindung 8S in Compound F hangt wohl zum Teil mit der schlechten 
Wasserlislichkeit des DOC zusammen. Die schon linger bekannte und 
genauer untersuchte 11-Oxydation von Verbindung S und DOC durch 
NN-Homogenate*®?!° konnten wir mit unserer Versuchsanordnung eben- 
falls nachweisen*. 

Beim Bebriiten von Corticosteron mit Leberhomogenaten traten 
keine neue Verbindungen auf. Von 5 Versuchen mit NN-Homogenat2n 
verliefen 3 ebenfalls negativ. Nur in einem Versuch mit Rinder-NN- 
und in einem mit Schweine-NN fand sich nach dem Bebriiten vermehrt 
Compound F. Die Differenz zwischen dem Compound-F-Wert im 
Hauptansatz und dem Leerwert war jedoch zu klein, um eine eindeutige 
Aussage iiber die Moglichkeit der 17-Oxydation von Corticosteron zu 
machen. 

Die beschriebenen Versuche ergaben keine prinzipiellen Unter- 
schiede in der Umwandlung der aktiven NNR-Hormone durch Leber- 
und NN-Homogenate. Ob das auch fiir andere Steroide gilt, wurde an 
folgenden Substanzen gepriift: Cholesterin, Cholestenon, Progesteron 
und A5-Progesteron! 12, Wegen ihrer besonders schlechten Wasserlés- 
lichkeit bebriiteten wir diese 4 Verbindungen unter Schiitteln in der 
Warburg-Apparatur und setzten den Homogenaten die oben beschrie- 

6 F. W. Kahnt u. A. Wettstein, Helv. chim. Acta 34, 1790 [1951]. 

7D. A.McGinty, G.N. Smith, M.L. Wilson u. C.S. Worrel, Science 
[Lancaster, Pa.] 112, 506 [1950]. 

——™ R. I. Dorfman u. E. Y. Yamada, J. biol. Chemistry 193, 
175 {1 2 

F ML. Sweat, J. Amer. chem. Soc. 78, 4056 [1951]. 

10 W, J. Haines, Recent Progr. Hormone Res. 7, 225 [1952]. 

906) U. Westphal u. J. Schmidt-Thomé, Ber. dtsch. chem. Ges. 69, 889 
] ; 
™ 122 A, Butenandt u. J. Schmidt-Thomé, Ber. dtsch. chem. Ges. 69, 882 
1936]. 
: Eine eingehendere Darstellung der enzymatischen Bedingungen fiir die 
Umwandlungen E —~ F und § —— F ist in Vorbereitung. 
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benen aktivierenden Substanzen zu. Von den entstehenden Umwand.- 
lungsprodukten konnten wir aus methodischen Griinden nur die aktiven 
NNR-Hormone erfassen und quantitativ bestimmen. 

Beim Bebriiten der 4 Steroide mit Rattenleberhomogenaten traten 
keine neuen Verbindungen auf. Dagegen ergaben sich beim Aufarbeiten 
der unter den gleichen Bedingungen mit NN-Homogenaten bebriiteten 
Ansiatze einige interessante Befunde: Wahrend in den Leerversuchen 
mit Leberhomogenaten Steroide nie gefunden wurden, fanden sich in 
den unbebriiteten Rinder-NN-Homogenaten 15—20y pro g Frisch- 
gewicht Compound F, 10—13 y/g Corticosteron, spurenweise Cortison 
und meist auch Verbindung S. Schweine-NN hatten mit 5 y/g einen 
etwas héheren Cortisongehalt, Verbindung S wurde nicht nachgewiesen, 
die Werte fiir Compound F und Corticosteron entsprachen denen in der 
Rinder-NN. Beim Bebriiten nahm der Steroidgehalt der Homogenate 
um 25—50% zu. Bei jedem Versuch mit NN-Homogenaten wurden 
diese Leerwerte bestimmt und von den beim Bebriiten von Steroiden 
erhaltenen entsprechenden Werten abgezogen. 

Bei Zusatz von Cholesterin und Cholestenon war keiner der im 
Leerversuch ermittelten Werte erhéht, neue Fraktionen traten nicht 
auf. Unter den beschriebenen Versuchsbedingungen wurden also Chol- 
esterin und Cholestenon nicht in aktive NNR-Hormone umgewandelt. 
Dagegen entstanden beim Bebriiten von Progesteron und 45-Progesteron 
folgende 4 Steroide: Compound F, Corticosteron, Verbindung S und 
eine vierte noch nicht identifizierte Verbindung. Ihr Ry-Wert lag zwischen 
dem von DOC und Corticosteron, sie gab mit 15% Phosphorsaure !? eine 
griine Fluorescenz und hat ein Absorptionsmaximum bei 240 my. Die 
Ergebnisse eines solchen Bebriitungsversuches zeigt Tab. 2. 


Tab. 2. Die Ansatze enthielten 300 y Progesteron bzw. A®-Progesteron. Sie wurden 
mit Rinder-NN-Homogenat 4 Stdn. in der Warburg-Apparatur bei 37° bebriitet. 


























NN-Leerwert zugesetzt 
Steroid ohne Steroid- Progesteron A’. Progesteron 
zusatz bebriitet | neugebildet xX* neugebildet Xx* 
Compound F 19,1 y 32,9 y 4,6% 29,5 y 3,5% 
Corticosteron 11,0 y 47,7 y 12,2% 36,4 y 8,5% 
Verbindung S - 16,0 y 5,3% 10,8 y 3,6% 
frag]. Substanz -- 33,2 y 11,1% 23,3 y 7,8% 
a neugebildet — Leerwert 
*X¥= x 100°/, 


zugesetzt 


In einigen Versuchen setzten wir 4mg ACTH (Armour), suspen- 
diert in 0,2 ml Phosphatpuffer, den Ansitzen zu. Die Ergebnisse ander- 
ten sich dadurch nicht, auch beim Bebriiten von Cholesterin und Chol- 
estenon wurden keine neuen Verbindungen gefunden. Dagegen waren 


13 R. Neher u. A. Wettstein, Helv. chim. Acta 34, 2278 [1951]. 
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die quantitativ bestimmten neugebildeten und auch die im Leerversuch 
nach dem Bebriiten gefundenen Steroidmengen in den Ansiatzen mit 
ACTH-Zusatz gegeniiber denen ohne ACTH etwas vermindert. Diese 
Unterschiede lieBen sich jedoch nicht statistisch sichern, da die Anzahl 
der Versuche zu klein war. 


Diskussion 


Die Aktivitét der Rinder-NN-Homogenate war immer wesentlich 
geringer als die der Rattenleber-Homogenate in den entsprechenden 
enzymatischen Reaktionen. Da kleinere Tiere im allgemeinen einen 
lebhafteren Stoffwechsel haben als groBe Tiere, kénnte die Enzym- 
aktivitét in Ratten-NN [gr6Ber sein als in Rinder-NN. Unsere ver- 
gleichenden Untersuchungen tiber die Steroidumwandlung durch Leber- 
homogenate verschiedener Tierarten zeigten entsprechend bei den 
Kleintieren (Ratte, Meerschweinchen) eine 3—5-fach groéBere Ferment- 
aktivitét als bei den GroBtieren (Rind, Schwein). Bei den niedrigen 
Werten der durch Rinder-NN-Homogenate bewirkten Umwandlungen 
ist ferner noch zu beriicksichtigen, daB die Organe wegen des Transportes 
vom Schlachthof nicht sofort verarbeitet werden konnten im Gegensatz 
zu den ganz frisch verarbeiteten Rattenlebern. Aktivitatsverluste waren 
deshalb trotz Kithlung nicht zu vermeiden. 

Die wichtigste Leistung der Leber im Steroidstoffwechsel ist nach 
unseren Befunden die reduktive Umwandlung der 11-Keto-Gruppe des 
Cortisons. Die Ausbeute bei dieser Reaktion war wesentlich gréBer als 
bei den anderen untersuchten enzymatischen Umwandlungen. DaB diese 
Reaktion wahrscheinlich auch in der menschlichen Leber ablauft, zeigt 
eine Mitteilung von Burton. Er fand, daB sowohl Patienten mit 
intakter NNR-Funktion als auch Addison-Kranke nach Cortison-Gaben 
nicht nur Cortison, sondern auch Compound F im Urin ausscheiden. 
Die von Burton aus diesen klinischen Untersuchungen gefolgerte extra- 
adrenale Umwandlung des Cortisons findet sicher vorwiegend in der 
Leber statt. Nach eigenen Untersuchungen! wird auBerdem Cortison 
und Compound F beim Menschen regelmaBig in einem ganz bestimmten 
Verhaltnis zueinander unabhangig von der absoluten Menge ausgeschie- 
den. Danach scheint im Organismus zwischen diesen beiden Verbindun- 
gen ein Gleichgewicht zu bestehen. 

Im Vergleich zu der Umwandlung Cortison in Compound F ist die 
Fihigkeit der Leber zur Einfiihrung einer OH-Gruppe in 11-Stellung 
sehr viel geringer. Das ist wahrscheinlich der Grund, warum diese zu- 
erst von Kahnt und Wettstein® beschriebene Leberleistung von 
Nissim'* nicht bestatigt wurde. Nissim hat zudem die 11-Oxydation 
nicht wie Kahnt und Wettstein an Verbindung S, sondern an DOC 


14 R. B. Burton, E.H. Keutmannu.C. Waterhouse, J. clin. Endocrinol. 
13, 48 [1953]. 

15 H. J. Hiibener u. G. Meyerheim, unver6ffentlicht. 
16 J. A. Nissim, J. Endocrinology 8, 257 [1952]. 
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gepriift, das nach unseren Ergebnissen durch Leberhomogenate wesent- iiberv 
lich schlechter in Corticosteron umgewandelt wird als Verbindung § in dative 
Compound F. Die 17-Oxy-Gruppe in Verbindung S foérdert danach die gane 
11-Oxydation. In der Nebenniere beeinfluBt dagegen das Vorhanden- .— und Ff 
sein einer OH-Gruppe am C-Atom 17 die Geschwindigkeit der 11-Oxy. Grup} 
dation nicht’. bindu 
Die besprochenen Umwandlungen von NNR-Hormonen, die sowohl arbeit 
in Leber- als auch in NN-Homogenaten stattfinden, sind in Abb. 1 dar- zur 3- 
gestellt. Uberginge von einem Steroid ins andere sind nur in Pfeilrich- in Ge; 
tung moglich. Eine Umwandlung von 17-Desoxy- in 17-Oxy-Verbin- 
dungen findet nicht statt, angedeutet durch die unterbrochene Gerade. A\ 
i 
CH,OH CH,OH cHong | 
| Luo” 
0 CO co 
0 arr | ; 
i i » YAN Lae tHo 7 sé Abb. 2 
. J : L verhalt 
ee bide = £V\7 i S4 
: | I 3 | II = IIL V 
JG N/ ONO O\¢N/ 
od o ad Comp 
Compound A Compound B Verbindung Q Sic kd 
(11-Dehydro-corticosteron) (Corticosteron) (11-Desoxy-corticosteron) 
(DOC) versuc 
prs N al i Nite Palen sieaisebiatleots pai NNR- 
CH,OH CH,OH CH,oHg tion d 
| | | charal 
7 Jou ; 0H COog F mit ur 
O er. ee AIK wy. einen 
be \ ee YY) em (YY) oe 
— «s«s =— a. _— von A 
a di a aoe" 
( ne | 1 4 ‘d von § 
| IV Vv { J VI zwisch 
o4% \F \/ of \A@\/ oF FV’ ay 
Compound E Compound F Verbindung S Es 
(Cortison) (17-Oxy-corticosteron) (11-Desoxy-17-oxy-corticosteron) § nicht n 
(11-Dehydro-17-oxy-corticosteron) 4°-Prog 
Abb. 1. Reaktionen, die in Leber- und NN-Homogenaten iibereinstimmend ver- Die Un 
laufen. Die durch den gestrichelten Pfeil angedeutete Reaktion ist noch nicht angedet 
untersucht*. — Vergleiche Text. W 
* Nachtrag b.d. Korr.: Diese Umwandlung (Comp. A in Comp. B) konnte inzwischen und N 
fiir die Leber gesichert werden. Die umgewandelie Menge betrug nach 2 Stdn. bei 37° iiber 50°/, 
des eingesetzten Comp. A. A>-Pre 
Ein Vergleich der in Tab. 1 aufgezeichneten quantitativen Ergeb- NNR-. 
nisse der verschiedenen fermentativen Umwandlungen zeigt, da8 von ~ 
Leberhomogenaten mehr Compound F aus Cortison als aus Verbindung 8 25 ‘ 
gebildet wird. Bei den NN-Homogenaten ist es umgekehrt. Danach 1960; 
—_—_—_———_—— 19 
7M. Hayanou. R.I. Dorfman, J. biol. Chemistry 201, 175 [1953]. [ Lancas 
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iiberwiegen also in der Leber die reduktiven, in der Nebenniere die oxy- 
dativen Umwandlungen. Dies gegensitzliche Verhalten der beiden Or- 
gane wird unterstrichen durch folgende Untersuchungen: Schneider 
und Horstmann!?® haben gefunden, da8 Leberschnitte die 3-Keto-A‘- 
Gruppierung von Cortison und DOC unter Verschwinden der Doppel- 
bindung in eine 3-OH-Gruppe umwandeln. Nach Samuels und Mit- 
arbeitern!® oxydieren NN-Schnitte dagegen eine 3-OH-A*-Gruppierung 
zur 3-Keto-A4-Gruppierung unter Umlagerung der Doppelbindung und 
in Gegenwart von DPN als Wasserstoff-Acceptor (Abb. 2). 


| | | | 
fry he ed a he er 


Sf "s 2a. 2 ae 
iy Pre rr OO go/ WY 


I II lI bg 


Abb. 2. Reaktionen, bei denen sich Leber- und NN-Homogenate gegensatzlich 
verhalten. Die Leber reduziert die 3-Keto-A*-Gruppe, die Nebenniere bildet sie 
oxydativ. 


Wir fanden auf unseren Chromatogrammen zwischen Start und 
Compound F eine orange fluoreszierende Zone, die nicht UV absorbiert. 
Sie konnte den von Schneider und Horstmann bei ihren Bebriitungs- 
versuchen mit Leberschnitten gefundenen 3-f-ol-Derivaten (IV) der 
NNR-Hormone entsprechen. Da diese Verbindungen durch die Reduk- 
tion der 3-Keto-A*-Gruppierung nicht mehr das fiir diese Gruppierung 
charakteristische Absorptionsmaximum bei 240 my zeigen, konnten sie 
mit unserer Methode nicht quantitativ erfaBt werden. Sie machen sicher 
einen wesentlichen Teil der in Tab. 1 unter ,,Abbau‘“‘ zusammengefaBten 
nicht niher identifizierten Verbindungen aus. — Unsere beim Bebriiten 
von A5-Progesteron erhaltenen Ergebnisse erginzen die Untersuchungen 
von Samuels. NN-Homogenate lagern danach die Doppelbindung 
zwischen C, und C, (II) in eine Doppelbindung zwischen C, und C, (III) 
um. 

Es ist méglich, daB hierbei zunichst Progesteron gebildet wird, das wir jedoch 
nicht nachweisen konnten, da in unserem Liésungsmittel-System Progesteron und 
4°-Progesteron bei der papierchromatographischen Trennung mit der Front laufen. 
Die Umwandlung von Pregnenolon (I) in Progesteron (ITI) verliuft, wie in Abb. 2 
angedeutet, méglicherweise in 2 Schritten: 1. Schritt: I—-II, 2. Schritt: I1—-TIII. 

Wesentliche Unterschiede in der fermentativen Leistung von Leber 
und Nebenniere ergaben sich aus den Versuchen mit Progesteron und 
A®’-Progesteron. Nur die Nebenniere bildet aus diesen Vorstufen aktive 
NNR-Hormone. Unsere Befunde stimmen mit den Ergebnissen von 


18 J. J. Schneider, J. biol. Chemistry 183, 365 [1950]; 194, 337 [1952]; 199, 
235 [1952]; J. J. Schneider u. P.M. Horstmann, J. biol. Chemistry ~_ 327 
(1951); 196, 629 [1952]. 

19 L. T. Samuels, M. L. Helmreich, M. B. Lasater u. H. Reich, in 
[Lancaster, Pa.] 118, 490 [1951]. 
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Plager und Samuels?® und Hayano und Dorfman®*! iiberein, die 
beim Bebriiten von Progesteron mit NN-Homogenaten DOC, Verbin. 
dung S, Corticosteron und Compound F als Umwandlungsprodukte 
fanden. Unsere noch nicht identifizierte Substanz (Tab. 2) ist vielleicht 
mit 17-OH-Progesteron identisch, das von den genannten Autoren 
ebenfalls isoliert wurde. Die Nebenniere kann also nicht nur wie die 
Leber am C-Atom 11, sondern auch am C-Atom 17 und am C-Atom 2] 
eine OH-Gruppe einfiihren (Abb. 3). 


bs CH; CH,OH 
| | 

20, 
oH CoH 0H 

YR tt NAL etna. WK 

| 

/ ie re 

Progesteron 17-OH-Progesteron Verbindung S 


Abb. 3. Reaktionen, die nur von NN-Homogenaten, nicht von Leberhomogenaten 
durchgefiihrt werden. 


Nach den vorliegenden Untersuchungen wirken OH-Gruppen am 
Steroidgeriist je nach ihrer Stellung verschieden auf die Anlagerung 
weiterer OH-Gruppen. Das von Hayano und Dorfman” 11-f-. 
Hydroxylase .benannte Enzymsystem kann erst merkbar wirksam 
werden, wenn sich am C-Atom 21 eine OH-Gruppe befindet. Denn aus 
Progesteron wird durch NN-Homogenate 11-OH-Progesteron nicht’, 
im Durchstrémungsversuch von der intakten Nebenniere nur spuren- 
weise gebildet!, wahrend die 11-Oxydation der am C-Atom 21 oxy- 
dierten Steroide Desoxycorticosteron und Verbindung § in Corticosteron 
bzw. Compound F glatt verliuft. Die 17-Oxydation ist dagegen bei 
21-Oxy-steroiden gehemmt, da die Umwandlung von Corticosteron in 
Compound F weder durch NN-Homogenate noch im Durchstrémungs- 
versuch an der intakten Nebenniere®* méglich ist. Die OH-Gruppe 
am C-Atom 21 erschwert sehr wahrscheinlich aus sterischen Griinden 
die Oxydation am C-Atom 17. 

Beim Bebriiten von Choiesterin mit NN-Homogenaten haben 
Vestling und Lata®* im Gegensatz zu unseren negativ verlaufenen 
Versuchen Compound F nachweisen kénnen. Sie haben jedoch als 
Leerwerte nur die vor dem Bebriiten bestimmten Werte fiir Compound F 
eingesetzt. Beim Bebriiten entsteht jedoch Compound F auch ohne 
Zusatz von anderen Steroiden. Da Vestling und Lata keine genauen 
quantitativen Angaben iiber die neu gebildeten Compound-F-Mengen 
machen, ist nicht zu entscheiden, ob eine Umwandlung von Cholesterin 


20 J. E. Plageru. L. T. Samuels, Arch. Biochem. Biophysies 42, 477 [1953]. 

21 M. Hayano u. R.I. Dorfman, Arch. Biochem. Biophysics 36, 237 [1952]. 

22 0. Hechter, R.P. Jacobsen, R.Jeanloz, H. Levy, G. Pincus u. 
V. Schenker, J. clin. Endocrinol. 10, 827 [1950]. 

2 C,S. Vestling u. G. F. Lata, Science [Lancaster, Pa.] 118, 582 [1951]. 
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ie in Compound F durch NN-Homogenate moglich ist. Da nach unseren 
n- Befunden auch Cholestenon nicht in Compound F umgewandelt wird, 
te liegt der EngpaB fiir die Bildung von aktiven NNR-Hormonen aus 
ht Cholesterin nicht in der oxydativen Umwandlung der 45-3-ol-Gruppe 
on des Cholesterins in die A*-3-on-Gruppe der NNR-Hormone. 


)] Methodik 


2—3 Monate alte Ratten wurden durch einen Schlag auf den Kopf getétet, 
entblutet und die Leber sofort mit der 5-fachen Menge 0,1-m.-Phosphatpuffer 
(py 7,3) nach Potter-Elvehjem homogenisiert. Die Nebennieren wurden frisch 
geschlachteten Tieren im Schlachthof entnommen, gut gekiihlt transportiert und 
dann sofort den Lebern entsprechend homogenisiert, jedoch nur mit der 3-fachen 
Menge Puffer. Das Fett wurde vorher abprapariert, auf eine Trennung von Rinde 
und Mark wurde verzichtet!”. In Reagenzglisern mit eingeschliffenem Glas- 
stopfen kam von dem Leberhomogenat 1 ml, entspr. 200 mg Frischgewicht, vom 
NN-Homogenat 2 ml, entspr. 600 mg Frischgewicht. Waren die Leberhomogenate 
in dieser Konzentration bei einer bestimmten Reaktion inaktiv, so wurde ihre 
fermentative Umwandlungsfahigkeit in der den NN-Homogenaten entsprechenden 
Konzentration noch einmal gepriift. Die erwahnten aktivierenden Zusitze wurden 
in Puffer gelést, mit n-NaOH auf py 7,3 gebracht und in die entsprechenden Rohr- 
chen gegeben. Die Ansatze wurden mit Puffer auf 4 ml aufgefiillt und zuletzt etwa 
n 100 y Steroid hinzugefiigt, das in 0,1 ml Athanol gelést war. Vorversuche hatten 

ergeben, daB diese Alkoholmenge die Fermentaktivitaét nicht beeinfluBt. Nach 
8 Zugabe des Steroids wurden die Réhrchen gut verschlossen 4 Stdn. in den Brut- 
. schrank bei 37° C gestellt und alle 10 Min. geschiittelt. In den Versuchen in der 
n 
8 
é 


Ss 


Warburg-Apparatur wurden die verschiedenen Lésungen unmittelbar in Warburg- 
GefaiBe hineinpipettiert und ebenfalls bei 37°C 4 Stdn. geschiittelt. 
Nach dem Bebriiten wurde die enzymatische Reaktion durch Chloroform 
unterbrochen und die Steroide durch 3-maliges Ausschiitteln mit je 20 ml Chloro- 
= form extrahiert. Testversuche ergaben, da8 nach dem 1. Ausschiitteln 85%, nach 
dem 2. Ausschiitteln 979% des Steroids extrahiert waren. Die Chloroformextrakte 
wurden in einem 100-ml-Schliffkélbchen-vereinigt, das Chloroform im Vakuum zur 
Trockne eingedampft und der Riickstand in wenig Chloroform gelést und auf 
Schleicher-Schiill-Papier (2043b) aufgetragen. Wir verwandten das geglattete 
Papier mit dem Wasserzeichen in Laufrichtung. Im ungeglatteten Papier war die 
Wanderungsgeschwindigkeit langsamer und die Zonen wurden nicht so scharf. Das 
Papier wurde in Streifen der Abmessung 2,5 x 55 cm geschnitten und jeweils 6 dieser 
Streifen in 0,5 cm Abstand in einem Glasrahmen mit Zwirn befestigt*. Die Streifen 
waren vorher mit 30% (v:v) Propylenglykol in Methanol getrankt und kurz vor 
einem Ventilator bis zum Verdunsten des Methanols getrocknet worden. Als Lé- 
L sungsmittel zur papierchromatographischen Entwicklung diente mit Propylenglykol 
1 gesattigtes Toluol®. 9%; es wurde aszendierend chromatographiert. Um auch die 
: langsam wandernden Steroide Compound F und Compound E geniigend voneinan- 
4 der zu trennen, lieB8en wir das Lésungsmittel 3-mal hochsteigen und trockneten die 
Chromatogramme zwischendurch®’, Bei diesem Vorgehen hatten die untersuchten 
> Steroide nach dem Entwickeln folgende Absténde vom Start: Compound F 3 cm, 
1 Compound E 6 cm, Verbindung S 18 cm, Corticosteron 23 cm und Desoxycorti- 
costeron 40cm. Die letzte Verbindung war nicht immer scharf von der Front 
| getrennt. 


24H. J. Hiibener, E. Hoffmann u. F. Bode, diese Z. 289, 102 [1952]. 

2% A, Zaffaroni, R. B. Burton u. E.H. Keutmann, Science [Lancaster, 
Pa.] 111, 6 [1950]. 

26 R. B. Burton, A. Zaffaroni u. E.H. Keutmann, J. biol. Chemistry 
188, 763 [1951]. 
27 R. Neher u. A. Wettstein, Helv. chim. Acta 35, 276 [1952]. 
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Der genaue Sitz der einzelnen Steroide wurde durch Kontakt-Photographie 
im ultravioletten Licht bestimmt?!® **: 28, Dazu wurden die bei Zimmertemperatur 
getrockneten Chromatogramme auf Bogen von Agfa-Copex-Papier entsprechender 
GréBe gelegt und 15 Sek. belichtet (Niederdruckbrenner NK 25/85, Hanauer 
Quarzlampen Gesellschaft). Steroide mit 3-Keto-A*-Gruppierung haben ein Ab- 
sorptionsmaximum bei 240 my und absorbieren daher das von diesem Strahler 
emittierte Licht (Maximum der spektralen Energie bei 254 my). Die dem Sitz dieser 
Verbindungen im Chromatogramm entsprechenden Stellen auf dem Photo-Papier 
bleiben unbelichtet und erscheinen nach dem Entwickeln als helle Flecke auf 
dunklem Grund. 

Der mit diesem Verfahren ermittelte Ry-Wert bildete jedoch nur einen ersten 
Anhaltspunkt fiir die Bestimmung der Substanz. Befinden sich mehrere Steroide 
auf einem Streifen, so beeinflussen sie sich gegenseitig in ihrer Wanderungs- 
geschwindigkeit. So wandert z. B. Compound F in die Héhe von Compound E, 
wenn gleichzeitig Verbindung S im Chromatogramm mitliuft. Zur weiteren Identi- 
fizierung unserer Verbindungen haben wir daher verschiedene Fluoreszenz- und 
Reduktionsproben angewandt: 

Die von Neher und Wettstein?® angegebene Fluoreszenzprobe mit 15-proz. 
Phosphorsaure gibt fiir die einzelnen Steroide charakteristische Farben. Die Pa- 
pierstreifen werden durch eine Schale mit 15-proz. H,PO, gezogen und 20 Min. 
bei 80° getrocknet. 11-Desoxy-Verbindungen (Verbindung S und DOC) zeigen 
dann eine rétliche, 11-Oxy-Verbindungen (Compound F und Corticosteron) eine 
griine und 11-Keto-Verbindungen (Cortison und Compound A) eine blaue Fluorescenz. 

Steroide mit 3-Keto-4*-Gruppierung geben nach Bush*®* mit methanolischer 
Natronlauge eine gelbgriine Fluoreszenz. Die Streifen werden schnell durch die 
Lésung (10 g NaOH in 60-proz. waBrigen Methanol) gezogen und bei 80° getrocknet. 
Die Reaktion ist einfach und sehr empfindlich. 

Die «-Keto]-Seitenkette wiesen wir durch Reduktionsproben mit alkalischer 
Silberdiamin-Lésung”* und mit Triphenyltetrazoniumchlorid®® nach. Andere Re- 
aktionen 1% 39 mu8ten nur in einigen besonderen Fallen (A°-Progesteron) heran- 
gezogen werden. 

Zur quantitativen Bestimmung der Steroide wurden die Chromatogramme 
auf die entwickelten Photographien gelegt und die den unbelichteten Stellen ent- 
sprechenden Papierstiickchen ausgeschnitten, zerschnitten und in Schliffréhrchen 
48 Stdn. mit absol. Alkohol eluiert. Das Absorptionsspektrum dieser Eluate wurde 
im Spektrophotometer (Beckman, Modell DU) zwischen 220 und 290 my aufge- 
nommen und gepriift, ob es den fiir die aktiven NNR-Hormone typischen Verlauf 
(Maximum bei 240 my) hat. Der Steroidgehalt einer Lésung, die das charakteristi- 
sche Spektrum zeigte, wurde aus dem Extinktionswert bei 240 mu an Hand einer 
Eichkurve ermittelt. 

Den genauen Steroidgehalt unserer Stammldésungen bestimmten wir ebenfalls 
photometrisch. Ferner wurde durch einen ¢,-Ansatz fiir jede Verbindung der beim 
Ausschiitteln, Auftragen, Chromatographieren und Eluieren entstehende metho- 
dische Verlust ermittelt. Die fermentative Reaktion in diesem Ansatz wurde sofort 
nach Zugabe des Steroids zum Homogenat mit Chloroform unterbrochen und dann 
der tibliche Trennungsgang durchgefiihrt. Aus dem Verhaltnis der danach wieder- 
gefundenen zur hinzugefiigten Steroidmenge ergab sich der methodisch bedingte 
Verlust. Er betrug durchschnittlich 15%. 

Wir sind der Ciba A.-G. (Wehr/Baden) und der Schering A.-G. (Berlin) fiir 
die Unterstiitzung dieser Arbeit zu gré8tem Dank verpflichtet. Herrn Prof. 
Schmidt-Thomé (Farbwerke Héchst) danken wir fiir Anregungen und Lite- 
raturhinweise sowie fiir die Herstellung des A>-Progesterons sehr herzlich. 








28 J. E. Bush, Biochem. J. 50, 370 [1952]. 

29 H. Hofmann u. Hj. Staudinger, Naturwiss. 38, 213 [1951]. 

30D. Kritchevsky u. M.R. Kirk, Arch. Biochem. Biophysics 85, 346 
[1952]. 
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Zusammenfassung 


Die enzymatische Umwandlung von Steroiden durch Rattenleber- 
und Rindernebennieren-Homogenate wurde verglichen. 

Qualitativ iibereinstimmend verhalten sich Leber- und NN-Homo- 
genate bei folgenden Reaktionen: Reduktion der 11-Keto zur 11-Oxy- 
gruppe und Einfiihrung einer OH-Gruppe am C-Atom 11. — Beide 
Organhomogenate kénnen «-Ketol-Steroide nicht am C-Atom 17 oxy- 
dieren und auch nicht die Seitenkette vom Cholesterin oder Cholestenon 
abspalten. 

Gegensitzlich verhalten sich beide Organhomogenate beziiglich der 
3-Keto-A4-Gruppe. Diese Gruppe wird durch Leberhomogenate reduziert, 
durch NN-Homogenate aus einer 3-Oxy-45-Vorstufe oxydativ gebildet. 

Nur durch NN-Homogenate kénnen 17.21-Desoxy-Steroide an 
den C-Atomen 17 und 21 oxydiert werden. 

Die Ausbeute aller Umwandlungen wird in Homogenaten durch 
ACTH nicht verbessert. 

NNR-Hormone werden durch Leberhomogenate vorwiegend re- 
duktiv, durch NN-Homogenate vorwiegend oxydativ umgewandelt. 

Es wird eine Methode zur qualitativen und quantitativen Be- 
stimmung von NNR-Hormonen in Gewebshomogenaten angegeben. 


Enzymatische Umwandlungen von Steroiden 
Il. Mitteilung 
Geschlechtsunterschiede der enzymatischen Leberleistungen * 
Von 
H. J. Hiibener und D. Amelung 
Avs dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt a. M. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Mai 1953) 


Vor kurzem berichteten wir, daB Cortison von Rattenleberhomo- 
genat in Compound F umgewandelt wird!. Zur selben Zeit haben Fish, 
Hayano und Pincus die gleiche Umwandlung beschrieben?. Bei 
unseren enzymatischen Ansiétzen wurden 10 bis 80% der eingesetzten 
Cortisonmenge umgewandelt. Ferner berichteten wir, daB die Ratten- 
leber Reichsteins Substanz S in Kendalls Compound F umwandeln 


* Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir eine Sach- 
beihilfe. 

1D. Amelung, H. J. Hiibener, L. Roka u. G. Meyerheim, Klin. Wschr. 
31, 386 [1953]. 

2 ©. A. Fish, M. Hayano u. G. Pincus, Arch. Biochem. Biophysics 42, 480 
[1953]. 
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kann. Dieser Befund wurde zuerst von Kahnt und Wettstein® 1951 
erhoben. Nissim‘ zog ihn in Zweifel, da bei seinen Untersuchungen 
die Leber 11-Desoxy-corticosteron nicht an 11-Stellung oxydieren 
konnte. Bei unseren Versuchen betrug die umgewandelte Menge von 
Substanz § zu Comp. F durch Rattenleber 0 bis 52%. Auch konnten 
wir zeigen, daB Desoxycorticosteron ebenfalls von der Rattenleber am 
C,, oxydiert und dadurch in Kendalls Comp. B umgewandelt wird. 

Wir fanden nun bei der quantitativen Auswertung unserer Ver- 
suche, daB Rattenleberhomogenate von minnlichen Tieren sowohl bei 
der Umwandlung von Cortison (Comp. E) zu Comp. F als auch bei der 
Umwandlung von Subst.S zu Comp. F deutlich aktiver sind als die 
Homogenate weiblicher Tiere. Zur statistischen Priifung dieser Befunde 
untersuchten wir unter genau gleichen, im methodischen Teil be- 
schriebenen Bedingungen die Lebern von 11 mannlichen und 11 weib- 
lichen Tieren. Tab. 1 zeigt die Ergebnisse fiir die enzymatische Um- 
wandlung von Kendalls Comp. E in Kendalls Comp. F (E—~-F) und 
Reichsteins Subst. S in Kendalls Comp. F (S—~-F) durch Ratten- 
leber-Homogenate bei mannlichen und weiblichen Tieren. 

Wie aus Tab.1 hervorgeht, sind die miannlichen Rattenleber- 
Homogenate im allgemeinen aktiver als die Homogenate von weiblichen 
Tieren. Ferner scheint die Umwandlung von Comp. E in Comp. F bei 
allen Homogenaten gréBer als die von Subst. S in Comp. F. Bei der 
weiblichen Gruppe wurde in einem Ansatz iiberhaupt kein Comp. F 
aus Subst. S gebildet. Zum SchluB fallt noch auf, daB eine Korrelation 


Tab. 1. Die Umwandlungsraten wurden zu der gesamten wiedergefundenen 
Steroidmenge in Relation gesetzt. 
E - 100% S: 
Also ng = ZE—-F)% biw. a = Zs—F)% - 
Hierdurch sind die Angaben unabhangig von den Abbauraten. Die in der Spalte Nr. 
angegebenen Zahlen sind die Protokollnummern der Chromatogramme. 











Mannchen Weibchen 
Nr. E—-F S—=-F Nr. E—F 8_=F 
14 57% ~—«*16 13 «119 0°% 
17 72% 379 21 459, 4 
21 78% = -39%, 298 325 6% 
23 7 28 56% 16% 
24 51% 28 61% 25%, 
26 52%, 28 32% ——B% 
98 52%, 179%, 298 57% 18% 
28 55% 149, 21 20% ga, 
28 69% 18% 30 25% 149 
29 83% — 52%, 31 56% 18% 
30 50% 20% 32 43% —- 15% 
Oo oO 





. W. Kahnt u. A. Wettstein, Helv. chim. Acta 34, 1790 [1951]. 
A. Nissim, J. Endocrinology 8, 257 [1952]. 
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zwischen E zu F- und 8 zu F-Aktivitaét besteht, in dem Sinne, daB 
bei hohen Umwandlungsraten von E zu F auch die S zu F-Ausbeute 
relativ hoch ist. 

Einen exakten Anhalt geben die statistischen Berechnungen. 
Tab. 2 zeigt die statistischen MaSzahlen: 


Tab. 2. N = Anzahl; z = arithmetisches Mittel; s = mittlere quadratische 
Streuung; ¢ = Sicherheitsschwellenwert. Die angegebenen statistischen 
|MaBzahlen wurden aus den Einzelwerten der Tab. 1 berechnet. 














Geschlecht | Mannchen Weibchen| Mannchen Weibchen 
Umwandlung| E—F S—F 
N ll 1l 10 10 
2 61,2% 39,8% 30,3% 12,5% 
8 123% | 169% | 142% |  7,6% 
t ; ’ 





Bei der Berechnung nach Lindner® ergab sich: 


1. Die Unterschiede zwischen minnlichen und weiblichen Tieren 
sind gut gesichert (P< 0,01). Bei beiden enzymatischen Umwand- 
lungen sind minnliche Rattenlebern etwa doppelt so aktiv wie weib- 
liche. 

2. Die Streuungen zeigten dagegen zwischen beiden Geschlechtern 
keine signifikanten Unterschiede, sondern sind rein zufiallig. 

3. Die Umwandlungsaktivitaten bei ein und demselben Geschlecht 
sind fir E—- F sehr gut gesichert (P < 0,001) gréBer als fiir S—~-F. 
Bei den minnlichen Rattenlebern ist der numerische Wert fiir ¢: 5,34, 
bei den weiblichen: 4,66. 

4. Es besteht eine gesicherte Korrelation zwischen der E—~ F- und 
der S—~ F-Aktivitaét, dergestalt, daB bei hohen Umwandlungsraten 
von E zu F bei einer Leber dieselbe Leber auch viel S in F umwandelt. 
Der Korrelationskoeffizient ist statistisch signifikant von 0 unter- 
schiedlich (P < 0,001). Hierbei konnten selbstverstindlich nur die 19 
korrespondierenden Wertepaare der Tab.1 verwandt werden. Die 
dazugehGrigen statistischen MaBzahlen sind: zg = 19,9, 83 = 11,9 
sowie Zp = 50,7, 8; = 19,0 und sys = 204,6. 

Bei diesen Bebriitungen zeigte sich jedoch, daB die Summe der wiedergefun- 
denen Steroide (E + F bzw. S + F) immer kleiner war als die eingesetzte Steroid- 
menge (E bzw. S). Es handelte sich hierbei also um einen Abbau der Steroide in 
Produkte, die wir mit unserer Methode nicht erfassen kénnen. Diese Abbauraten 
betrugen bei verschiedenen Rattenlebern etwa 10% der eingesetzten Steroidmenge. 
— Bei mannlichen Tieren fiir E—— F:9, 1 + 4, 3% und fiirS —~ F:9,8 + 5,0%. Bei 
weiblichen Tieren fiir E——- F:9,7 + 6,8% und fiir S—— F: 13,0 + 4,9%. Mannliche 
und weibliche Tiere unterscheiden sich hierin nicht signifikant. Comp. E, F und 
Subst. S scheinen gleich stark abgebaut zu werden. — Der niedrigste Abbauwert 
betrug 3% der héchste 22%. Im Vergleich zu den Umwandlungsraten sind die 
Abbauraten gering. 


5 A, Lindner, Statistische Methoden, Verlag Birkhauser, Basel [1945]. 
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Der methodische Verlust wurde jeweils durch einen sonst gleichen aber nicht 
incubierten Ansatz (t)-Versuch) in Rechnung gesetzt. Der Abbau gibt also die 
Differenz zwischen to-Versuch und der Summe beider quantitativ wiedergefundenen 
NNRE-Steroide (E + F bzw. S+ F) an. 


Diskussion 


Es besteht einmal die Méglichkeit, daB die Leber an sich schon 
in ihrem Steroidstoffwechsel geschlechtsspezifische Unterschiede auf- 
weist. Andererseits kénnte der Leber-Steroidstoffwechsel endokrin 
gesteuert werden. In diesem Zusammenhang scheint uns die Arbeit 
von Tomkins et al.* von Interesse. Die Autoren fanden kiirzlich, 
daB bei hypophysektomierten Ratten die Cholesterin-Synthese der 
Leber stark herabgesetzt ist. 

Die Beobachtung, daB die E—~ F-Umwandlungsaktivitaten gréBer 
sind als die S—-- F-Aktivitaten ist dadurch zu erkliren, daB fiir die Um- 
wandlung von E zu F nur ein enzymatischer Schritt (H,-Anlagerung) 
erforderlich ist, wahrend bei der S—~ F-Umwandlung zwei Schritte not- 
wendig sind: 1. die Dehydrierung und 2. die asymmetrische Wasser- 
anlagerung. 

Aus der gesicherten Korrelation zwischen der Umwandlung von 
E zu F und der von § zu F JaBt sich folgern, daB beide Enzymsysteme 
wesentliche -fordernde bzw. limitierende Faktoren gemeinsam haben. 
Dies konnte auch durch Zusiatze zu den Enzymansitzen erhartet werden. 
Hierbei zeigte sich naimlich, da8 gleiche Zusitze ahnlich fordernd oder 
hemmend auf die Reaktionen E zu F und § zu F wirken’. 


Methode 


Es wurde im Prinzip nach der bereits mitgeteilten Methode!>® verfahren. Als 
Lésungsmittel bei der Papierchromatographie diente Toluol/Propylenglykol®. Die 
Substanzen wurden mit Hilfe cer Kontaktphotographie im UV-Licht nachge- 
wiesen. Die Steroide wurde aus dem Papier mit Athanol eluiert und im Beckman- 
Spektrophotometer bei 240 my mit einer Genauigkeit von +2% bestimmt. 

Die Ratten waren gleich aufgezogen, etwa 5 Monate alt und bekamen das 
gleiche Futter. Im Februar und Marz wurden die Tiere durch einen Schlag auf den 
Kopf getétet, danach entblutet und die sauber priparierte, gewogene Leber nach 
Potter-Elvehjem hcmcgenisiert. Einheitlich etwa 1 Stde. nach der Tétung der 
Ratte haben wir in der bereits beschriebenen Weise!»® die Ansitze vorgenommen. 
Zum Unterschied zu friiheren Angaben haben wir einheitlich 200 mg Feuchtleber 
(in 4cm® Phcsphatpuffer py 7,3 + 0,1) statt 100 mg auf das gleiche Volumen 
Puffer als Homogenat argesetzt. 


Auch an dieser Stelle méchten wir der Ciba A.-G. fiir ihre freundliche Hilfe 
danken. 


6 G. M. Tomkins, I. L. Chaikoff u. L. L. Bennet, J. biol. Chemistry 199 
543 [1952]. 

7D. Amelung, H. J. Hiibener u. L. Roka, unverdéffentlicht. 

8 A. Zaffaroni, R. Burton u. E.Keutmann, Science [Lancester, Pa.] 
111, 6 [1950]. 
®°H. J. Hiibener vu. D. Amelung, diese Z. 298, 126 [1953] (I. Mitt.). 
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Zusammenfassung 


Enzymatische Untersuchungen mit Rattenleber-Homogenaten 
zeigen, daB sowohl die Umwandlung von Comp. E in Comp. F wie die 
Umwandlung von Subst. § in Comp. F vom Geschlecht der Tiere ab- 
hingt. Die Umwandlungs-Aktivitét beider enzymatischen Vorginge 
ist bei Rattenmannchen statistisch signifikant etwa doppelt so groB 
als bei weiblichen Tieren. 

Ferner zeigte sich, da8 die Umwandlungsrate von Comp. E zu 
Comp. F — statistisch gesichert — gréBer ist als die von Subst. S zu 
Comp. F. Dies gilt sowohl fiir die Gruppe der weiblichen wie auch 
fiir die der mannlichen Tiere. 

Es besteht eine Korrelation zwischen der Comp. E—~Comp. F- 
und der Subst. S—~-Comp. F-Aktivitaét bei der einzelnen Leber der- 
gestalt, daB bei hoher Umwandlungsrate des einen Prozesses auch die 
Ausbeute bei dem anderen ProzeB relativ hoch ist. 


Erniedrigung der Azorubinbindefahigkeit 
von menschlichem Serum in vitro 
Von 
Ulrich Westphal 


Aus der Proteinabteilung des Biochemischen Instituts 
des Army Medical Research Laboratory, Fort Knox, Ky., USA 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. September 1952) 


In friiheren Untersuchungen wurde gezeigt, daB die Azorubinbinde- 
fahigkeit (ABF) des Albumins in menschlichem Serum unter verschie- 
denen pathologischen Bedingungen erniedrigt ist!. Im Tierversuch 
konnte eine Herabsetzung der ABF-Werte des Serumalbumins in vivo 
hervorgerufen werden: Erzeugung von traumatischem Schock bei Ratten 
und Kaninchen fiihrte ebenso wie die Behandlung von Ratten mit Tetra- 
chlorkohlenstoff zu verminderten spezifischen ABF-Werten* 8. 

In weiteren Experimenten, die zur Aufklirung der diesen Beob- 
achtungen zugrunde liegenden Erscheinung angestellt wurden, wurde 
in vitro gefunden, daB die ABF von reinem kristallisiertem mensch- 


1 U. Westphal u. P. Gedigk, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 76, 838 [1951]. 
2 U. Westphal, S. G. Priest u. J. F. Stets, AMRL-Report Nr. 76, 15. Feb- 
ruar 1952, u. J.Clin. Invest. $1, 1064 [1952]. Bericht auf Wunsch erhiltlich. 
3 U. Westphal, S. G. Priest u. J. F. Stets, AMRL-Report Nr. 103, 
17. November 1952, u. Amer. J. Physiol. 173, 305 [1953]. Bericht auf Wunsch 
erhaltlich. 
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lichem Serumalbumin sowie von normalem Rattenserum, durch Zugabe 
sehr kleiner Mengen von Fettsiuren und anderen Anionen erniedrigt 
werden kann* 5. In der vorliegenden Untersuchung wird gezeigt, daB 
auch in normalem menschlichem Serum eine Verminderung der ABF des 
Albumins durch Zugabe kleiner Mengen von Fettsauren in vitro erzeugt 
werden kann. 

Als Versuchsmaterial dienten drei normale Seren sowie ein Serum, 
das aus einer Trockenplasmakonserve hergestellt worden war. Die Er- 
gebnisse der Tab. 1 zeigen, daB die durch Zugabe von Stearinsaure er- 
haltene Erniedrigung der ABF von der gleichen GréBenordnung ist, wie 
sie in den genannten Versuchen beobachtet wurde*. Die Erklarung fiir 
die durch die Anwesenheit der Fettsiuren hervorgerufene Herabsetzung 
der ABF sehen wir in einer konkurrierenden Bindung der Fettsaure- 
anionen an die Albuminmolekiile*. Besetzung eines Teiles der zur Bin- 
dung von Anionen befahigten Zentren auf der Proteinoberflaiche durch 
Fettsdiuren la8t weniger Platze fiir Azorubin frei. 


Tab. 1. EinfluB von Fettsauren auf die spezifische ABF in menschlichem 
Serum und Albuminlésung. 











Spezif. mg Mole Spezif. | % Ab- 
Vers. ABF ohne] Zugesetzte | Fettsiure|Fettsiure | ABF mit | nahme 
Nr. |Serum] Zusatz v.| Fettsaure pro ml | pro Mol | Zusatz v.| d. spezif. 

Fettsiure Mischung} Albumin | Fettsiue} ABF 
1|]W 4,35 | Stearinsiure 0,28 2,3 4,10 5,9 
218 4,25 | Stearinsaéure 0,56 4,4 3,51 17,4 
3 | P 4,54 Stearinsiure 0,56 4,6 3,80 16,3 
4 | P* 4,17 Stearinsaiure 0,56 5,1 2,85 31,7 
5 | K** 2,80 Caprinsaure 0,23 4,2 1-27 54,6 
6 | K* 2,22 Myristinsaure 0,31 4,2 1,05 52,7 
7|K 2,71 Stearinsaure 0,19 Re | 2,08 23,2 
8 |K 2,60 Stearinsiure 0,37 4,2 2,21 15,0 
9 | K* 2,20 Stearinsiure | 0,37 4,2 1,53 30,5 
10 | A*** 3,09 Stearinsaure 0,56 4,6 2,12 31,4 
11 | AO 3,07 Stearinsaure 0,56 4,6 1,62 47,2 




















* Serum nach Dialyse. 
** K = Serum aus Plasmakonserve hergestellt, verdtinnt. 
*** 3.8-proz. Lésung von Humanserumalbumin in Krebspuffer. 
© 3,8-proz. Lésung von Humanserumalbumin in Ca’’- und Mg”-freiem 
,,Krebspuffer‘. 


Die Versuche 3 und 4 sowie 8 und 9 (Tab. 1) zeigen, daB der Ein- 
flu8 der Stearinsiure auf die ABF nach Dialyse des Serums auf etwa 
das doppelte ansteigt. Dies diirfte durch den Calciumgehalt des Serums 


4U. Westphal, J. F. Stets u. S. G. Priest, AMRL-Report Nr. 85, 
12. Juni 1952, und Arch. Biochem. Biophysics 43, 463 [1953]. Bericht auf Wunsch 
erhaltlich. 

5 U. Westphal, R. DeArmond, S. G. Priest u. J. F. Stets, Federation 
Proceedings 11, 309 [1952]. 
* Literaturangaben und Diskussion siehe Anm. *. 
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bedingt sein, der zur Bildung von unléslichem Calciumstearat fiihrt, das 
nicht mehr an Albumin gebunden werden kann. Die Versuche 10 und 11 
illustrieren diese Annahme: Verwendung eines calcium- und magne- 
siumionen-freien Puffers als Losungsmittel bringt eine starkere Ernie- 
drigung der ABF durch Stearinsiure hervor. Es sei bemerkt, daB die 
in normalem Serum oder in Krebspuffer vorhandene Calciumionenkon- 
zentration der verwendeten Stearinsiuremenge (Tab. 1, Vers. 2, 3, 10) 
etwa zweifach aquivalent ist. Ein betrachtlicher, schwer kontrollier- 
barer Anteil der Fettsaure diirfte daher fiir die Bindung an Albumin un- 
wirksam werden. Hierdurch erklart sich zugleich die von Versuch zu 
Versuch schwankende Starke der Verminderung der ABF (vgl. Tab. 1, 
Vers. 7 u. 8). Durch die Dialyse wurde der Calciumgehalt des Serums 
auf etwa ein Drittel herabgesetzt. 

Ks ist frither gezeigt worden, daB die spezifische ABF einer Human- 
serumalbuminlésung eine geringe Abnahme mit abnehmender Albumin- 
konzentration zeigt (s. Tab. 4 in‘). Dieser Befund wurde von Benn- 
hold und Mitarbeitern’ bestatigt und zur Grundlage ihrer Annahme ge- 
macht, daB eine ,,verminderte Azorubinbindung des Serums nur ein 
Ausdruck des verminderten Albumingehaltes“ ist. Erniedrigte spezifische 
ABF-Werte, die die genannten Autoren in einigen pathologischen Seren 
beobachteten, wurden in diesem Sinne interpretiert’. 

Wir haben die Abhingigkeit der spezifischen ABF von der Albu- 
minkonzentration nochmals untersucht’ mit einer modifizierten Metho- 
dik, die die gleichen ABF-Werte liefert wie das friiher angegebene Ver- 
fahren® und sich von diesem im wesentlichen durch die Reduktion der 
verwendeten Mengen auf die Halfte unterscheidet*. Die friiher® erhal- 
tenen Resultate wurden bestatigt. Abb. 1 faBt die Ergebnisse zusammen 
und zeigt damit den durch wechselnde Albuminkonzentrationen be- 
dingten methodischen Fehler bei der ABF-Bestimmung. Sie dient uns 
als Grundlage fiir die Interpretation beobachteter Verminderungen der 
spezifischen ABF; Erniedrigungen, die nicht das mehrfache des in Abb. 1 
dargestellten methodischen Fehlers betragen, werden auBer acht ge- 
lassen. 

Die Verwendung des kristallisierten Serumalbumins fiir diese Versuche scheint 
uns berechtigt zu sein, da das von uns benutzte Albuminpraparat in seiner ABF 
dem normalen menschlichen Serum sehr nahe kommt: Fiir eine 3,8-proz. Lésung 
in Krebspuffer** wurde ein Bindungswert von 2,7 Mol Azorubin pro Mol Albumin 


gefunden, wahrend der entsprechende Wert in normalem menschlichen Serum 
3,0 Mol Azorubin pro Mol Albumin betrug (vgl. Tab. 8 in Bericht*). Bennhold, 


6 U. Westphal, P. Gedigk u. F. Meyer, diese Z. 285, 36 [1950]. 

7-H. Bennhold, H. Ott u. E. Kallee, diese Z. 287, 185 [1951]. 

8 U.F. Westphal, S.G. Priest u. J. F.Stets, AMRL-Report Nr. 63, 
4, September 1951. Auf Wunsch erhiltlich. 

* Einzelheiten zur modifizierten Methodik siehe Bericht® und J. Clin. Invest. 
31, 1064 [1952]. 

** Krebspuffer wurde verwendet, um dem physiologischen Ionenmilieu még- 
lichst nahe zu kommen, was wegen des Vergleiches mit Serum von Bedeutung ist. 
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Ott und Kallee haben mitgeteilt, da sich die ABF des von ihnen verwendeten 
Humanalbuminpraparates weit mehr von der des Albumins normaler Seren unter- 
scheidet; sie betrug weniger als die Halfte der spezifischen ABF des Serums (vgl. 
Abb. 2, 1. c.”). In Erganzung zu der interessanten Diskussion dieser Befunde durch 
Bennhold et al.’ sei die Vorgeschichte der von den beiden Arbeitsgruppen be- 
nutzten Praparate gegeniibergestellt, da sie mit dem verschiedenartigen Verhalten 
der ABF in Zusammenhang stehen diirfte: Das hiesige Praparat, dessen ABF nur 
um 10% von der des Albumins im Serum abweicht, ist mit der Tieftemperatur- 
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Abb. 1. Einflu8 der Albuminkonzentration auf die spezifische ABF. 
I. Krist. menschliches Albumin in 0,15-m Natriumchlorid. 
II. Krist. menschliches Albumin in 0,6-proz. Natriumchloridlésung. 


Ordinate: % Albumin, Abszisse: prozentuale Abnahme der spezif. ABF. 


Alkohol-Fraktionierungsmethode dargestellt worden, wahrend das Humanalbumin- 
praparat der Behringwerke’ (Abweichung mehr als 50%) unseres Wissens durch 
Salzfallung gewonnen wurde. Ahnliche Unterschiede zwischen den ABF-Werten 
von Albumin in Serum und im isolierten Priparat, wie von Bennhold u. Mitarbb.’) 
festgestellt, waren auch friiher beobachtet worden (Tab. 4, 1. c.°). 

Wir haben uns jedoch davon iiberzeugt, daB auch die bei der Verdiinnung 
eines normalen menschlichen Serums unter geeigneten Bedingungen erhaltene Er- 
niedrigung der spezifischen ABF zu gering ist, als daB8 durch sie die Beobachtungen 
herabgesetzter spezifischer ABF-Werte in pathologischen Seren! erklirt werden 
kénnten: Wurde die Albuminkonzentration durch Verdiinnung von 3,43 auf 
2,28 g-% reduziert (experimentelle Einzelheiten im Versuchsteil), so nahm die spezi- 
fische ABF nur um 3,9% ab. Die GréBenordnung der in verschiedenen patholo- 
gischen Seren bei entsprechenden Albuminkonzentrationen gefundenen Erniedri- 
gungen ist iiber 10-mal héher!. Es erscheint daher nicht méglich, diese Befunde 
als durch den methodischen Fehler der Konzentrationsabhangigkeit bedingt anzu- 
sehen. Der Einflu8 der in unseren alteren Versuchen verwendeten Howe’ schen 
Methodik zur Albuminbestimmung ist ausfiihrlich diskutiert wordent. 
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Die von Bennhold und Mitarbb.’ bei Verdiinnung menschlicher Seren er- 
haltenen Erniedrigungen der spezifischen ABF-Werte sind gré8er als die von uns 
beobachteten. So fiihrte die Verdiinnung eines normaien Serums bei einer Reduk- 
tion der Albuminkonzentration von etwa 3,5 auf 2,3 g-% zu einer Herabsetzung 
der spezifischen ABF um etwa 8% (s. Abb. 2, |. c.”). Selbst wenn man diesen héheren 
methodischen Fehler zugrunde legen wollte, kénnten damit allein u. E. die in 
einer Anzahl pathologischer Seren beobachteten Erniedrigungen der spezifischen 
ABF' nicht erklart werden, da diese um das mehrfache gréBer sind. 

In allen von uns durchgefitthrten Verdiinnungsversuchen wurde fiir 
genaue Konstanz des Ionenmilieus gesorgt, so daB die Anderung der 
Albumin- bzw. Proteinkonzentration die einzige Variable darstellt. Wir 
glauben, da8 hierduch die Versuchsbedingungen besser kontrolliert sind, 
und da8 damit die aus Abb. 1 bzw. dem erwahnten Versuch mit Human- 
serum hervorgehende Abhiangigkeit die wahren Verhiltnisse richtiger 
darstellt, als die von Bennhcld et al.? gemachten B»obachtungen an 
verdiinnten Seren. Direkte Verdiinnung eines Serums fiihrt zwangslaufig 
zu einer Verainderung des Milieus an Ionen und anderen niedrigmoleku- 
laren Stoffen, die ihrerseits die ABF beeinflussen* ; das Ergebnis ist ab- 
hingig von Natur und Konzentration des verwendeten Verdiinnungs- 
mittels. Beides ist von den genannten Autoren’ nicht angegeben worden. 

Die von Bennhold, Ott und Kallee’ angegebenen Daten zeigen, 
da die spezifische ABF der untersuchten pathologischen Seren im 
Durchschnitt um 28% niedriger ist als die der zum Vergleich herange- 
zogenen Normalseren, und da die Halfte der gepriiften pathologischen 
Seren einen durchschnittlich um 45% erniedrigten Wert fiir die spezi- 
fische ABF aufweist. Auf Grund der oben diskutierten Ergebnisse kann 
dies u. E. nicht auf den durch die Albuminkonzentration bedingten me- 
thodischen Fehler zuriickgeftihrt werden (vgl. Abb. 1 mit den bei Benn- 
hold und Mitarbb.’ angegebenen Albuminkonzentrationen). Selbst wenn 
man fir die Interpretation der ABF-Erniedrigungen bei der zuletzt be- 
trachteten Ha'fte der gepriiften pathologischen Seren die von Bennhold 
et al.” ermittelte Abhangigkeit von der Albuminkonzentration (Abb. 2, 
Kurve fiir Normalserum, in Anm.’) zugrunde legen wiirde, ergiben 
sich beobachtete Herabsetzungen der spezifischen ABF, die bis zum sie- 
ben- und fiinffachen des ,,methodischen Fehlers“ betragen (bei Serum 
Nr. 7 und 9). Die Unterschiede zwischen gefundenen ABF-Werten und 
dem durch die Albuminkonzentration bedingten methodischen Fehler 
werden noch gréBer, wenn man bei der Bestimmung des letzteren das 
Jonenmilieu konstant halt. 

Soweit die Anzahl der untersuchten Fille eine Interpretation ge- 
stattet — es wurden 2 Normalseren mit 11 pathologischen Seren ver- 
glichen — sehen wir in den veréffentlichten Beobachtungen’ eine grund- 
sitzliche Bestitigung unserer Befunde des méglichen Auftretens er- 
niedrigter spezifischer ABF-Werte in pathologischen Seren» * 1°. Dazu 


* Vgl. Anm.® und unverdffentlichte Versuche. 
® Dissertat. O. Geiss, Tiibingen, 1948. 
10 Dissertat. H. Gropper, Tiibingen, 1948. 
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sei bemerkt, daB die haufige Beobachtung verminderter spezifischer 
ABF-Werte bei niedriger Albuminkonzentration nicht zu dem Schlusse 
einer methodisch bedingten kausalen Abhingigkeit berechtigt. 

Einen zusitzlichen Beweis dafiir, daB erniedrigte spezifische ABF- 
Werte unabhangig von verminderter Albuminkonzentration auftreten 
k6nnen, sehen wir in den in Abb. 2 zusammengefaBten Ergebnissen der 
erwiahnten Versuche an Ratten?. Es ist ersichtlich, daB die Erniedrigung 
der spezifischen ABF bei den behandelten Gruppen in keiner Beziehung 
zur Albuminkonzentration steht. 
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Abb. 2. Spez'fische ABF-Werte und Serumalbuminkonzentration bei Ratten. 


Die Einzelwerte wurden bestimmt an insgesamt: 
x 25 Ratten, normal; 
© 69 Ratten in schwerem Schock; 
© 11 Ratten in schwerstem Schock; 
A 30 Ratten, mit CCl, behandelt. 
yh Spezifische ABF in 10-® Mol Azorubin/g Albumin, Abszisse: 9% Albumin 
im Serum. 


Ein entsprechendes Resultat wurde an Kaninchen erhalten*. Er- 
zeugung von traumatischem Schock bei dieser Tierart fihrte zu einer 
Abnahme der spezifischen ABF um durchschnittlich 24%. Die mittlere 
Albuminkonzentration im Serum der Schock-Tiere betrug 2,4 g-%, gegen- 
iiber 3,6 g-% bei den Kontrolltieren. Es wurde auch in diesem Falle 
gefunden, da8 die Abnahme der spezifischen ABF nicht durch die gerin- 
gere Albuminkonzentration bedingt sein kann: Verdiinnung eines nor- 
malen Kaninchenserum unter den oben fiir menschliches Serum beschrie- 
benen Bedingungen (vgl. Versuchsteil) von 3,6 auf 2,4 g-% Albumin 
hatte eine Erniedrigung der spezifischen ABF um nur 3,0% zur Folge. 
Auch hier diirfte daher die beobachtete, achtmal so groBe Erniedrigung 
nicht auf den durch die Albuminkonzentation bedingten methodischen 
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Fehler zuriickzufiihren sein. Die Albuminkonzentrationen wurden in allen 
Tierversuchen elektrophoretisch bestimmt. 

Es sei bemerkt, daB die ABF des Albumins durch gleichzeitig in 
Lésung befindliches nichtbindendes Protein (y-Globulin) nicht beein- 
flu8t wird’. Dies ist aus Tab. 2 ersichtlich. 

Die Aufklirung des Mechanismus einer Verminderung der ABF er- 
scheint uns von Interesse, da in dieser ein Beispiel der allgemeineren 
Erscheinung einer erniedrigten Anionenbindefahigkeit des Serumalbu- 
mins gesehen werden diirfte. Aus friiher erérterten Griinden ist es un- 
wahrscheinlich, daB die Bindungsunterschiede auf Abweichungen im 
Proteintcil des Albumins beruhen!. Auch Unterschiede im Ionenmilieu 
sind nicht verantwortlich zu machen, da die unterschiedlichen ABF- Werte 
normaler und mit Schock behandelter Ratten auch nach Dialyse g-funden 
wurden. Ein vermindertes Bindevermégen des Serumalbumins fiir ein 
anderes Anion, Phenolsulfonphthalein, ist bei Krebskranken™ und bei 
schwangeren Frauen" mit der Methodik der Gleichgewichtsdialyse beob- 
achtet worden. Die beschriebenen, bei Zusatz von Anionen zu Albu- 
minlésungen oder Seren erhaltenen Ergebnisse zeigen eine Méglichkeit, 
wie das Auftreten herabgesetzter spezifischer ABF-Werte im lebenden 
Organismus erklart werden kann5. Uber Versuche, den Mechanismus auf 
Grund dieser Annahme zu beweisen, wird an anderer Stelle berichtet 
werden. 


Tab, 2. Einflu8 von y-Globulin auf die spezifische ABF von Albumin. 


Proteinpraparate: Krist. menschliches Serumalbumin, menschliches y-Globulin. 
0,5-proz. Azorubinlésung in 0,6-proz. Natriumchloridlésung. 














1 ml Proteinlésung Spezif. ABF in 10-5 Mol . 
Gehalt [ Lésungsmittel ’ Azorubin/g Albumin 
1,20% Albumin. . 0,15-m. NaCl 3,57 
1,20% Albumin -++- 
4,66% y-Globulin 0,15-m. NaCl 3,58 
2,06% Albumin. . Krebs-Puffer 
Py 7,8 2,55 
2,06% Albumin +- Krebs-Puffer 
1,61% y-Globulin py 7,8 2,50 





Anmerkung am 12. Januar 1953: 

In der Zwischenzeit sind zwei Veréffentlichungen aus der Bennholdschen 
Arbeitsgruppe erschienen, die die Probleme der vorliegenden Arbeit beriihren. Ott 
und Kallee!® haben die Verdrangung des Azorubins von Serumalbumin unter der 
Einwirkung von einigen Anionen untersucht. Die berechneten Konstanten im Ver- 


1 C, Huggins, E. V. Jensen, M.A. Player u. V. D. Hospelhorn, Cancer 
Res. 9, 753 [1949]. 

122 G.H. Miller, M. E. Davis, A. G, King u. C. B. Huggins, J. Lab. Clin. 
Med. 87, 538 [1951]. 

13 -H. Ott u. E. Kallee, Kolloid-Z. 127, 40 [1952]. 
10* 
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drangungsgleichgewicht sind erwartungsgemaB konzentrationsabhangig, worauf die 
Autoren selbst hinweisen. Versuche der Azorubinverdringung vom Albumin durch 
,,physiologische'‘ Anionen, mit denen sich die vorliegende und friihere Arbeiten‘: 5 
beschaftigen, sind von den Autoren’ nicht durchgefiihrt worden. 

Kallee™ hat in einer Reihe von Experimenten dargestellt, daB die Azorubin- 
bindung an Serumalbumin, mit der chrcmatographischen Methode bestimmt, der 
Langmuir schen Adsorptionsisotherme folgt. Die von Westphal und Gedigk! 
veréffentlichten Untersuchungen erscheinen dem Autor ,,wegen Anwendung der 
Howe schen Albuminbestimmung und wegen Nichtbeachtung des Faktors der Albu- 
minkonzentration sehr anfechtbar‘. Leider wird nicht erwihnt, daB in der gleichen 
Arbeit! eine ausfiihrliche Diskussion iiber den Einf:u8 sowohl der Howe’ schen Albu- 
minbestimmung als auch der Albuminkonzentration auf die Interpretation der ge- 
fundenen ABF-Werte gegeben worden ist, aus der hervorgeht, da8B eine quantitative 
Betrachtung ausschlieBt, die beobachteten Erniedrigungen der spezifischen ABF 
als nur durch den EinfluB der Albuminkonzentration hervorgerufen zu erklaren. 
Es sei darauf hingewiesen, daB im Gegensatz zu der hier™ und an anderer Stelle’ 
gegebenen Darstellung der EinfluB der Albuminkonzentration auf die spezifische 
ABF von vornherein erkannt (quantitative Daten finden sich in Tab. 4, Anm.‘) 
und in seiner Bedeutung fiir die Interpretation der Befunde als nicht ausschlag- 
gebend eingeschatzt worden ist. Die vorliegende Arbeit anaes u. E. eine Bestiti- 
gung dafiir dar. 


Beschreibung der Versuche * 


1. Analyse der Seren 


Die Bestimmung der stickstoffhaltigen Fraktionen wurde nach Kjeldahl durch- 
gefihrt. Nicht-Protein-Stickstoff (NPN) wurde mit Hilfe von Uranylacetat abge- 
trennt. Der Albumingehalt wurde elektrophoretisch im Tiselius-Apparat in Micha- 
elis-Puffer von pp 8,6 ermittelt; Globulin wurde als Differenz berechnet. Tab. 3 
zeigt die Ergebnisse. 


Tab. 3. Zusammensetzung der Sera. 














eves Gesamty protein NPN Albumin | ( Mobulin 
{0 mg- /0 70 /O 
Ww 7,00 | 32,0 3,77 3,23 
) 7,04 34,5 3,98 3,06 
P 6,98 23.0 3,76 3,22 


2. Serum aus Plasmakonserve 


Der Inhalt einer Ampulle Trockenplasma (Hyland Laboratories, Los Angeles, 
California; aus 500 ml normalem Plasma hergestellt) wurde in 500 ml dest. Wasser 
gelést. 50 ml dieses restituierten Plasmas wurden mit einer Lésung von 1000 N.I.H.- 
Einheiten Thrombin (Thrombin topical; Parke, Davis & Co., Detroit, Michigan) 
in 2 ml Wasser behandelt. Das ausgefallte Fibrin wurde abfiltriert, und 2 Tle. des 
Filtrats wurden mit 1 Tl. Wasser verdiinnt. Der elektrophoretisch ermittelte 
sanhiitininsniing dieses verdiinnten restituierten Serums betrug 2,73%. 


4K, rr diese Z. 290, 207 [1952]. 
* Eingehende experimentelle Angaben iiber die verwendeten Methoden, mit 
Literaturzitaten, sind an anderer Stelle? *. 4: ®& § gemacht worden, so da hier auf 
eine ausfiihrliche Darstellung verzichtet wird. — An den Versuchen waren J. F. 
Stets, S. G. Priest u. G. L. Selden beteiligt. 
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3. Albuminpraparat 


Fiir die Versuche 10 und 11 (Tab. 1) wurde ein kristallisiertes menschliches 
Serumalbumin (Cutter Laboratories, Berkeley, California* verwendet, das nach 
der Tieftemperatur-Alkohol-Fraktionierungsmethodik dargestellt worden war. Die 
elektrophoretische Analyse zeigte die Abwesenheit von Globulinen an. Orientie- 
rende Versuche ergaben einen Gehalt von 0,68 Aequivalenten fest gebundener 
Saure pro Mol Albumin. 


4. Herstellung der Fettsiure-Serum-Mischungen 


Die berechnete Menge Caprinsiure (,,highest purity; Eastmann-Kodak, 
Rochester, New York) wurde in einer auBer Calcium- und Magnesiumsalz alle Be- 
standteile des Krebspuffers enthaltenden Lésung 20 Min. lang mechanisch homo- 
genisiert. 1 Vol. dieser Lésung wurde mit 4 Vol. Serum vermischt. Die beiden héhe- 
ren Fettsiuren (,,chemically pure‘; Fischer-Eimer & Amend, New York City) 
wurden in gleicher Weise homogenisiert, und die Mischungen Fettsiure-Serum bzw. 
Stearinsiure-Albuminlésung 24 Stdn. bei Zimmertemperatur mechanisch in Be- 
wegung gehalten. Vor der Bestimmung der AFB wurden die Mischungen bei 12000 g 
klar zentrifugiert. Das py aller verwendeten Lésungen betrug 7,8. Zusammen- 
setzung und Behandlung der gleichzeitig bereiteten Kontrollansitze stimmten in 
allen Einzelheiten mit denen der fettsiurehaltigen Mischungen iiberein, bis auf 
das Fehlen zugesetzter Fettsaure. 


5. Bestimmung der Azorubinbindefahigkeit 


Es wurde die modifizierte Methodik benutzt, die fiir die einzelne chromato- 
graphische Adsorption nur 1 ml Serum benétigt. An einer groBen Anzahl von Ver- 
gleichsanalysen wurde festgestellt, daB mit diesem verbesserten Verfahren die glei- 
chen Werte wie mit der urspriinglichen Methodik® erhalten werden’. Die statisti- 
sche Fehlerberechnung fiir das modifizierte Verfahren, die unter Benutzung aller 
in unserem Laboratorium in einem gewissen Zeitabschnitt durchgefiihrten Be- 
stimmungen (1139 Einzelwerte, entsprechend 273 Testlésungen) angestellt wurde, 
ergab einen Fehlecbereich 30), = -- 0,23%**. Um diese Berechnung einheitlich 
fiir die Lésungen mit unterschiedlicher ABF durchfiihren zu kénnen, wurden die 
fiir jede Analysenlésung erhaltenen einzelnen Extinktionswerte gemittelt, der so 
erhaltene Durchschnittswert der Testlésung = 100% gesetzt, und die Abweichungen 
der Einzelwerte vom Mittelwert in °% berechnet. 

Die spezifische ABF wurde in Mol Azorubin pro g Albumin ausgedriickt, ent- 
sprechend 
ABF beob. x 10-3 
(0,8 C— A) x 502° 
wo ABF beob. = beobachtete ABF, in mg- as 

C = Albuminkonzentration im Serum, in ‘ 


A = 0,13 fiir Werte von C >2,9%, 
0,12 fiir Werte von C <2,9%. 





spezifische ABF = 


Der Korrektionsfaktor A entspricht der Menge Albumin, die unter den Be- 
dingungen der verwendeten Methodik vom Aluminiumoxyd adsorbiert wird 
(s. Tab. 7 in$). 

Die prozentuale Abnahme der spezifischen ABF wurde folgendermaBen be- 
rechnet: 





* Das Praparat verdanken wir der Freundlichkeit von Herrn Dr. F. F. John- 
son, Direktor der Chemischen Forschungsabteilung der Cutter Laboratories. 
** Uber chreitungswahrscheinlichkeit ¢ = 0.0027. Vgl. 8. Kolle +, Graphische 
Tafeln zur Beucteilung statistischer Zahlen. D-esden u. Leipzig, 1940. 8. 36. 
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% Abnahme = 100 — = ‘ 
wo SF = spezifische ABF der Fettsiure-Serummischung; und 
K = spezifische ABF der Kontrollmischung 
bedeuten. 

Um migliche schwer kontrollierbare EHinfliisse von AuBenfaktoren auf die 
chromatographische Bestimmung der ABF auszuschlieBen, werden seit langem in 
unserem Laboratorium die Analysen der experimentellen und der Kontrollansitze 
gleichzeitig nebeneinander durchgefiihrt. Auf den Einflu8 wechselnder Temperatur 
als méglichen Stérungsfaktor haben Bennhold u. Mitarbb.’ hingewiesen. 


6. Desaktivierung des anionotropen Aluminiumoxyds 


Die mit der chromatographischen Methodik erhaltenen ABF-Werte sind vor 
der Aktivitat des verwendeten anionotropen Aluminiumoxyds abhangig. Die friihen 
beschriebene Salzsiurebehandlung® lieferte mit dem benutzten Aluminiumoxyd 
(Nr. 71707, ,,suitable for chromatographic adsorption‘; Merck & Co., Rahway, 
New Jersey) ein anionotropes Adsorbens von stirkerer Aktivitaét als das vormals® 
verwendete. Es wurde gefunden, da Kochen des anionotropen Oxyds mit Acetat- 
puffer eine Desaktivierung bewirkt, die durch Anwendung von Pufferlésungen von 
verschiedenem pg abgestuft werden kann®, Tab. 4 zeigt den EinfluB von 1-stdg, 
Kochen von 3 g oben beschriebenen anionotropen Aluminiumoxyds mit 50 ml 
m/20-Acetatpuffer von verschiedenem py. Die ABF wurde an einer 3,08-proz. 
Lésung des erwahnten Humanserumalbumins in Krebspuffer (pq 7,8) ermittelt. 
Die oberste Reihe der Tab. 4 zeigt den mit dem unbehandelten anionotropen 
Aluminiumoxyd erhaltenen Wert. 


Tab. 4. Desaktivierung des anionotropen Aluminiumoxyds. 








Pu des Acetatpuffers Spezif. ABF in 10-5 Mol 
vor dem nach dem Azorubin pro g Albumin 
Versuch Versuch 

= = 2,44 

4,0 3,6 2,87 
5,0 4.9 3,21 
6,0 5,7 3,80 
7,0 5,8 3,95 








Fiir die in unserem Laboratorium verwendeten anionotropen Aluminiumoxyd- 
praparate wird die Aktivitat so eingestellt, da8 eine Lésung des oben charakteri- 
sierten Serumalbuminpraparates unter gegebenen Bedingungen eine spezifische 
ABF von etwa 3,9x 10-5 Mol Azorubin pro g Albumin ergibt. Diese Aktivitat ist 
etwas hoher als die der friiher!»* benutzten Priparate, wodurch alle erhaltenen 
spezifischen ABF-Werte auf einem niedrigeren Niveau liegen. 


7. Bestimmung der spezifischen ABF in verdiinntem Serum 


8 ml eines normalen menschlichen Serums (3,77% Albumin, elektrophoretisch 
bestimmt) wurden im Riihrdialysator 24 Stdn. bei + 1° C gegen fiinfmal gewech- 
selte 0,6-proz. NaCl-Lésung (je 400 ml) dialysiert. Die letzte AuBenfliissigkeit wurde 
16 Stdn. lang im Apparat belassen. Das Volumen nahm auf 8,8 ml zu. Die spezi- 
fischen ABF-Werte des unverdiinnten und des mit der letzten AuBenfliissigkeit 
2:1 verdiinnten ausdialysierten Serums wurden nebeneinander bestimmt (je- 
weils Dreifachbestimmung). Unter diesen Bedingungen, die eine Konstanz des Ionen- 
milieus gewahrleisten, wurden spezifische ABF-Werte von 3,27x 10-* Mol Azo- 
rubin (unverdiinntes dialysiertes Serum, 3,43°/, Albumin) und 3,14 10~> Mol Azo- 
rubin pro g Albumin (verdiinntes dialysiertes Serum, 2,28% Albumin) gefunden. 
Die Abnahme der spezifischen ABF betrug mithin 3,9%. 
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Zusammenfassung 


1. Es wird gezeigt, daB die Azorubinbindefahigkeit (ABF) des Albu- 
mins in menschlichem Serum durch Zusatz kleiner Mengen Fettsiéuren 
erniedrigt werden kann. 

2. Der durch die Abhingigkeit der spezifischen ABF von der Albu- 
minkonzentation bedingte methodische Fehler des chromatographi- 
schen Verfahrens wird erneut quantitativ bestimmt. Es ergibt sich, daB 
die in pathologischen Fallen beobachteten Erniedrigungen der ABF des 
Serumalbumins nicht auf diesen methodischen Fehler zuriickgefiihrt 
werden kénnen. 

3. Im Serum von Ratten kann eine Erniedrigung der spezifischen 
ABF bei gleichbleibender Albuminkonzentration erzeugt werden. Bei 
Kaninchen 1é8t sich eine Herabsetzung der spezifischen ABF experi- 
mentell hervorrufen, die achtmal so groB ist wie der durch die Albumin- 
konzentration bedingte methodische Fehler. 

4, Als eine Méglichkeit der Deutung des bei Mensch und Tier ge- 
fundenen Auftretens einer herabgesetzten ABF des Serumalbumins 
wird die feste Bindung von Anionen, wie z. B. héheren Fettsauren, an 
das Albumin angesehen. 
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Zur Arbeit: Erniedrigung der Azorubinbindungsfaihigkeit 
von menschlichem Serum in vitro von U. Westphal 


Von 
H. Bennhold 
(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Mai 1953) 


In vorstehendem Artikel hat U. Westphal neben interessanten Azorubin- 
verdrangungsversuchen mit Fettsiuren seine im angelsichsischen Schrifttum 
erschienenen Experimente referiert und z. Tl. unseren alteren Untersuchungen 
gegentibergestellt. Offenbar ist es ihm gelungen, mit einer etwas geinderten, an 
dieser Stelle nicht naher geschilderten Methodik den durch die Albuminkonzen- 
tration bedingten Fehler weitgehend auszuschalten. Dieser Fehler war bei dem 
urspriinglich empfohlenen Vorgehen so gro, daB sich dic verminderte Azorubin- 
bindungsfahigkeit pathologischer Seren innerhalb einer gewissen Schwankung 
allein durch den gleichzeitig herabgesetzten Albumingehalt erklairte. Inzwischen 
wurde von uns (Ott u. Kallee) und von W estphal auch experimentell gezeigt, 
daB die ABF des Serum8 durch Azorubin verdringende Stoffe herabgesetzt wird. 
Es ist denkbar, da8 ein Verdrangungseffekt auch in vivo eine Rolle spielt; mit 
groBer Wahrscheinlichkeit auch beim Gesunden, wo die ABF in sehr auffallig 
weiten Grenzen schwankt (6,4—9,8 spezif. ABF). 

Nach diesen Untersuchungen hat sich seit 1951 der Schwerpunkt der Unter- 
suchungen von Westphal! dahin verlagert, daB er nicht mehr Schliisse auf die 
chemische Beschaffenheit des ,.pathologischen‘‘ Albumin-Molekiils ziehen will; 
dazu waren genaue elektrophoretische Albuminbestimmungen an_ hochpatho- 
logischen mepischlichen Seren nitig gewesen. Bei Nephrosen z. B. ist der Fehler 
der in der ersten Arbeit angewandten Howe-Methode sehr groB (nach Gutmann 
200—300%); unsere Skepsis gegeniiber der 1951 publizierten zusammengefafBten 
Tabelle klinischer Daten bleibt deshalb — auch wenn jetzt der Fehler der Albumin- 
konzentration geringer ist — bestehen. Die Heranziebung von Stoffen mit kon- 
kurrierender Adsorption lat die Fragestellung in einem neuen Lichte erscheinen. 











Bd. 2¢ 


} 
mit 
Ident: 

Z 
faches 
gelaud 
Alkoh 
der H 
die ve 
wie Z 
0,20 
(Ry 0. 
einan 
stanze 

I 
auf Ps 
zuerst 
getrag 
Kohle 


S 
des at 
diese 


Zucke 








Bd. 293 (1953) 153 


Garung von Sacchariden auf Papier 
Von 
H. Weinland und F. May 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Erlangen 
Vorstand: Prof. Dr. Dr. F. May 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. April 1953) 


Bei der papierchromatographischen Analyse von Zuckergemischen 
mit kleinen Unterschieden der Ry-Werte der Einzelzucker ist deren 
Identifizierung oft schwierig. 

Zur Beseitigung dieser Unsicherheiten wurde im folgenden ein ein- 
faches Verfahren ausgearbeitet, wobei die in Butanol-Eisessig-Wasser! 
gelaufenen Kohlenhydrate vor ihrer Entwicklung mit Benzidin-EKisessig- 
Alkohol* der Einwirkung von Hefe ausgesetzt werden. Je nach der Wahl 
der Hefe kénnen hierbei unter besonderer Beriicksichtigung der Garzeit 
die verschiedensten Zuckerpaare mit gleichen oder ahnlichen Ry-Werten, 
wie z. B. Glucose-Galaktose (Ry 0,18 und 0,16), Mannose-Sorbose (Rp 
0,20 und 0,20), Lactose-Maltose (Ry 0,09 und 0,11), Mannose-Arabinose 
(Ry 0,20 und 0,21), Rohrzucker-Galakturonsaure (Ry 0,14 und 0,14) von- 
einander unterschieden bzw. von gleichlaufenden unbekannten Sub- 
stanzen getrennt und differenziert werden. 

Im Schrifttum sind Untersuchungen iiber die Girung von Zuckern 
auf Papier bisher nicht zu finden. Deshalb wurde in der folgenden Arbeit 
zuerst die Garung verschiedener Zucker, die in Lésung auf Papier auf- 
getragen waren, als solche studiert. Im einzelnen wurden folgende 
Kohlenhydrate untersucht : : 


Pentosen: d-Xylose, d-Arabinose. 

Aldohexosen: d-Glucose, d-Mannose, d-Galaktose. 
Ketohexosen: d-Fructose, l-Sorbose. 

Disaccharide: Maltose, Lactose, «,a-Trehalose. 
Trisaccharide: Raffinose. 

Uronsauren: d-Galakturonsaure. 


A. Vorversuche 


1. Ausfall der Benzidinreaktion der genannten Zucker 
in Abhangigkeit von der Zuckerkonzentration 


Schon die ersten Vorversuche zeigten, daB bei der Sichtbarmachung 
des auf Papier aufgetragenen Zuckers mit Hilfe der Benzidinreaktion 
diese sich in Abhangigkeit von der Konzentration des betreffenden 
Zuckers sehr verschieden darstellt; d. h. da waihrend der Garung die 

1 §.M. Partridge, Biochem. J. 42, 238 [1948]. 
2 R. H. Horrocks, Nature [London] 164, 444 [1949]. 
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Zuckerkonzentration sich andert, miissen auch im Garungsablauf diese 
Verschiedenheiten im Ausfall der Benzidinreaktion wieder gefunden 
werden. 

Von den oben genannten Kohlenhydraten wurden zuniachst Lé- 
sungen von 3%, 2%, 1% und 0,5% hergestellt, Prozentsatze, wie sie bei 
der Papierchromatographie der Zucker Verwendung finden kénnen. So- 
dann wurden mehrere Chromatographie-Papierbogen, Schleicher& Schiill 
Nr. 2043b, in Einzelstreifen von 20 cm Breite zerschnitten und in Ab- 
stinden von 4cm mit hartem Bleistift quadriert. Je 2 cmm der ver- 
schieden konzentrierten Zuckerlésungen, entspr. einer Menge von 60 y, 
40 y, 20 y und 10 y, wurden dann auf die in einer Horizontalen liegenden 
Schnittpunkte mit Blutzuckerpipette so exakt wie méglich mit der Hand 
aufgetragen, die jeweilige Stelle mit Bleistift umfahren und an jedem 
Auftragspunkt die Konzentration (y) und die Zuckerart auf dem Bogen 
notiert. Die Fliissigkeitsausbreitung auf dem Papier ergibt bei Ver- 
wendung von 2cmm Lésung in allen Fallen gleich groBe Flachen von 
7mm Durchmesser (Abb. 1*). Unmittelbar nach der Auftragung wurde 
jede einzelne Reaktionsstelle mit Fohnwarmluft getrocknet. 

Um zu sehen, ob mit Féhnwarmluft Zuckerverluste durch Zer- 
staéubung auftreten k6nnen, wurden eine Reihe von Auftragungen 9 Stdn. 
mit Warmluft behandelt und im Parallelversuch entsprechende Auftra- 
gungen vorsichtig an der Luft getrocknet. Das Trocknen fiir einen Auf- 
tragspunkt dauért im allgemeinen 2 Minuten. Beide Versuchspapiere 
wurden sodann mit Benzidin-Kisessig-Alkohol entwickelt und mitein- 
ander verglichen. Auf beiden Blattern ist selbst bei Auftragung von nur 
5y Traubenzucker ein Unterschied nicht zu beobachten. Durch die Trock- 
nung treten also sicher keine Zuckerverluste auf. 

Vergleicht man die nach dem obigen Vorgehen aufgetragenen Reak- 
tionsflachen verschiedener Konzentration auf dem Papier z. B. bei Ver- 
wendung von Traubenzucker nach Entwicklung mit Benzidinreagens, 
so ist die Verringerung der Farbintensitat beim Abstieg von 20 y tiber 
10 y nach 5 y fiir das Auge deutlich wahrnehmbar und etwa so stark als 
dem Abfall der Konzentration entspricht, so daB man direkt an eine 
Photometrierung der Punkte denken kénnte. Geht man dagegen zu 
hdheren Konzentrationen wie z. B. 40 y oder 60, so werden die Reak- 
tionsstellen nun nicht wie man erwarten sollte dunkler, sondern fort- 
schreitend heller braun als bei niedrigeren Konzentrationen. Diese hell- 
braunen Reaktionsstellen sind umgeben mit einer ganz feinen dunkel- 
braunen Linie, in welcher sich der Diffusionsabfall nach Null zeigt. Ist 
durch irgendeine Ursache die Diffusion in eine bestimmte Richtung ge- 
lenkt, dann zeigen sich an diesem Randsektor dunkelbraune Halbmonde, 
wahrend an der gegeniiberliegenden Stelle der Konzentrationsabfall sich 
als diinne Linie darstellt (s. Abb.1, d-Glucose, d-Galaktose, d-Mannose 


* Die Abb. 1—13 dieser Arbeit sind originaltreue Umzeichnungen von Photo- 
graphien des Versuchsmater’als, welche in dankenswerter Weise durch den Verlag 
vorgenommen wurden. 
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und d-Xylose). Bei 2,5 y Traubenzucker pro Auftragstelle wird die Dif- 
ferenz zwischen Randzone und Innenfliche mehr und mehr verwaschen. 

In quantitativer Betrachtung wiirde die Kurve fiir die Farbtiefe 
der Traubenzuckerreaktionsstellen von 0 y bis 20 y einen geradlinigen 
Anstieg und iiber 20 y einen relativ schnellen Abfall zeigen. Dieses Bei- 
spiel zeigt, daB die Starke der Benzidinreaktion sehr abhangig sein kann 
von der verwendeten Zuckerkonzentration und eine vorsichtige Beur- 
teilung erfordert. 

Variiert man unter Beibehaltung der bisherigen Arbeitsweise auf 
den quadrierten Papierbégen die Art des Zuckers, wieder unter Auftra- 
gung mehrerer Konzentrationen jedes einzelnen, so kann man noch 
zeigen, daB unter ganz gleichen Bedingungen fiir simtliche Zucker der 
Ausfall der Benzidinreaktionen sich nicht immer so verhilt wie beim 
Traubenzucker, sondern sehr abhangig ist von der Zuckerart. Denn 
nicht in allen Fallen zeigt sich das fiir die Glucose soeben geschilderte 
Bild. Man erhalt vielmehr einen deutlichen Unterschied zwischen Al- 
dosen, Ketosen, nicht reduzierenden Oligosacchariden und Galakturon- 
sdure. 

a) Aldosen: In gleicher Weise wie Glucose reagieren grundsitzlich 
alle Aldohexosen, also von den untersuchten Zuckern noch Mannose und 
Galaktose, ferner die untersuchten Aldopentosen Xylose und Arabinose 
und die Disaccharide Maltose und Lactose, d. h. simtliche Zucker mit 
freier Aldeydgruppe reagieren mit Benzidin unter Auftreten eines Gipfels 
der Farbintensitat in der Nahe von 20 y. 

Mit dieser allgemeinen Fassung soll nicht gesagt sein, daB bei einer 
quantitativen Auswertung die Kurven fiir die verschiedenen Aldosen 
sich alle decken werden. Es hat nach den bisherigen Untersuchungen 
den Anschein als ob hier Unterschiede aufzufinden waren. Solche Unter- 
schiede sind z. B. zwischen Malzzucker und Milchzucker bzw. zwischen 
Glucose und Galaktose vorhanden derart, da Malzzucker in allen Auf- 
tragsstellen wesentlich heller bleibt als die entsprechenden Stellen mit 
Milchzucker und in Analogie bei den Monosacchariden Glucose gegen- 
iiber Galaktose in der Starke der Reaktion, wenn auch nur angedeutet 
zuriickbleibt (in Abb. 1 zu sehen). 

b) Ketosen: Die Ketosen Fructose und /]-Sorbose verhalten sich 
anders als die Aldosen. Sie zeigen in dem untersuchten Bereich von 2,5 y 
bis 60 y, daB die Farbtiefe der Reaktionsstellen bei hoherer Konzentra- 
tion nicht abnimmt, sondern sich einem konstanten Wert nahert, wobei 
man den Eindruck hat, da J-Sorbose dunklere Reaktionsstellen mit 
Benzidin liefert als die d-Fructose bei Betrachtung im durchfallenden 
Licht. Verglichen mit den Aldosen zeigt sich hier am Rand in der Zone 
des Diffusionsabfalles nicht der fiir die Aldosen besehriebene charakte- 
ristische dunklere Saum. Die Randzonen werden bei den Ketosen im 
Gegenteil etwas heller als das Zentrum. 

c) Oligosaccharide ohne freie Aldehydgruppe: Eine wei- 
tere Gruppe beziiglich des Ausfalles der Benzidinreaktion bilden die 
11° 
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Di- und Trisaccharide ohne freie reduzierende Gruppe; sie liefern im 
Untersuchungsbereich von 10 y bis 60 y Kohlenhydrat keine in der Farb. 
tiefe mit Aldosen und Ketosen vergleichbaren Reaktionsstellen. Der Aus- 
fall der Reaktion ist auBerst schwach, jedoch bei Erhéhung der Konzen. 
tration an Deutlichkeit wahrnehmbar zunehmend. Man koénnte bei der 
hier auBerordentlich schwachen Farbreaktion die Auftragstellen des 
Rohrzuckers als blaBrosa, die der x,x-Trehalose vielleicht als schwach 
griinlich-gelb und die der Raffinose als schwach rosa, éhnlich dem Rohr- 
zucker, bezeichnen. Man mu8 dann aber die Reaktionen vergleichbar 
nebeneinander vor sich haben. 
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Abb. 1. Ausfall der Benzidinreaktion verschiedener Zucker in Abhangigkeit von 
der Zuckerkonzentration. 


d) Galakturonsdure: Die bei Verwendung von Galakturon- 
siure auftretende Benzidinreaktion ist im Gegensatz zu dem etwas 
stumpfen Braun der Aldosen und Ketosen hell rehbraun-rot und zeigt 
keine besonderen Randzonen. Die Farbtiefe erscheint streng proportio- 
nal der Konzentration, was vielleicht in Parallele zu den Ketosen auf 
die Ketogruppe des Lactons zuriickzufiihren ist. 

Abb. 1 zeigt die beschriebenen Benzidinreaktionen. 


2. Stéren Hefezellen die Benzidinreaktion ? 
Da die Vergirung der auf Papier aufgetragenen Zucker in den spa- 
teren Versuchen nach Aufspriihen der Hefezellen auf das Reaktions- 
papier durchgefiihrt wird, muBte in Vorversuchen gepriift werden, ob 
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die Benzidinreaktion durch die auf dem Papier angetrocknete Hefe be- 
einfluBt wird. 

Auf Chromatographie-Papieren wurde, wie bereits beschrieben, an 
verschiedenen Stellen Traubenzucker aufgetragen und nach dem Trock- 
nen die Hefe als 20-proz. Suspension gleichmaBig aufgespriiht. Dann 
wurden die Papiere getrocknet und in der iiblichen Weise mit Benzidin- 
Eisessig-Alkohol entwickelt. 

Die Farbe des Papiers und die braunen Reaktionsstellen des Zuckers 
sind nach der Entwicklung die gleichen, wie wenn keine Hefe aufge- 
tragen wird. Die angetrockneten Hefezellen der spaiter verwendeten 
Hefearten beeinflussen die Benzidinreaktion nicht. 


3. Diffusionsvorgainge in wasserdampfgesattigter 
Atmosphiare von 38°C 


Fir die Beurteilung der Benzidinreaktion wahrend der Garung der 
Zucker auf feuchtem Papier muBte zunachst untersucht werden, ob Ver- 
anderungen an den Zuckerauftragstellen eintreten, wenn diese Zucker- 
punkte auf angefeuchtetem Papier lingere Zeit der dampfgesattigten 
Brutschrankatmosphire von 38°C ausgesetzt werden. 

Auf einem Papierbogen wurden alle friiher genannten Zucker auBer 
«,a-Trehalose in der iiblichen Variation der Konzentrationen aufge- 
tragen und getrocknet. Danach wurde das Papier mit Wasser bespriht 
und feucht wahrend 3 Stdn. freihangend in einen Brutschrank mit 
dampfgesattigter Atmosphire von 38° C gebracht. 

Nach Trocknung des Papierbogens und Sichtbarmachung der 
Zuckerpunkte mit der Benzidinreaktion zeigte sich folgendes: 

a) Die Zuckerpunkte hatten sich durch radiare Diffusion in ihrem Durch- 
messer vergroBert, so daB nun die vorherigen Durchmesser von 7 mm 
auf 12—14 mm gewachsen waren. 

b) Bei den Rohrzucker- und Raffinoseauftragungen kann man durch die 
Diffusionsverteilung nur noch an der Reaktionsstelle von 40 y und 60 y 
eine ganz schwache Reaktion feststellen. Die beiden Zucker werden 
durch diese Vorbehandlung nicht hydrolysiert; bei Hydrolyse hatte sich 
eine braune Benzidinreaktion zeigen miissen durch die Bildung von 
Glucose und Fructose. 

c) Nach der Behandlung im Brutschrank waren noch alle Zuckerauf- 
tragungen vorhanden; d.h. bakterielle oder Wildhefengirungen’ sind 
unter diesen Bedingungen nicht zu befiirchten. 

d) Eine Auswanderung der Substanzflecken aus der Auftragstelle war 
zuweilen geringfiigig erfolgt. Sie betraigt héchstens 12mm, meist nur 
5mm vom urspriinglichen zum neuen Kreismittelpunkt gemessen und 
tritt nicht regelmaBig auf. Offensichtlich handelt es sich um einen ge- 
ringen chromatographischen Effekt. Die Richtung der Auswanderung 
war nicht immer einheitlich. 
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e) Bei den Aldohexosen und Aldopentosen fiihrt die geschilderte radiire 
Diffusion der Auftragstellen bei Konzentrationen von 20 y—60y zu 
einer Verbreiterung der beschriebenen diinnen braunen Umgebungs- 
linien im Sinne von tiefbraunen ringformigen Umgebungsh6éfen, waihrend 
das Zentrum in seiner urspriinglichen GréBe die hellere rehbraune Farbe 
zeigt. Um den dunkelbraunen Hof sieht man nach auBen eine hellere 
Zone schwiacherer Benzidinfirbung, die die auBberste Diffusionsgrenze 
anzeigt. 

Bei Milchzucker und Malzzucker ist die Hofbildung nicht so gut zu 
beobachten, jedoch angedeutet, wahrscheinlich zuriickzufiihren auf die 
geringere Menge an Aldehydgruppen. 

Bei den Ketosen (Fructose und /-Sorbose) ist tibereinstimmend mit 
den bereits festgestellten Beobachtungen auch hier eine homogene Durch- 
fairbung der Reaktionsstellen ohne Hofbildung zu beobachten. Es zeigt 
sich lediglich an der Diffusionsgrenze der oben beschriebene hellere Saum. 

Die gleichen Verhiltnisse wie bei den Ketosen findet man bei d-Ga- 
lakturonsadure, deren Reaktionsstellen gegeniiber dem Braun der Zucker 
ein ausgesprochenes Rot zeigen; siehe die Abbildungen beim Garungs- 
ablauf. 

Die beschriebenen Beobachtungen werden besonders deutlich, wenn 
man die Reaktionsstellen im durchfallenden Licht betrachtet. 


4. Vorversuche zur Hefeauftragung 

Zur Bespriihung des Papiers mit Hefe soll die Hefesuspznsion nicht 
zu diinn gewahit werden. Am giinstigsten erscheint eine 20—25-proz. 
Suspension (bezogen auf das Gewicht einer auf der Nutsche abgesaugten 
Hefe). Die Bespriihung soll méglichst gleichmaBig erfolgen, was bei 
Ubung leicht zu erreichen ist. Doch darf das Papier nicht zu na werden 
und die Flissigkeit keinesfalls abtropfen, da sonst die Zuckerauftrag- 
stellen beeinfluBt werden. 

Besonders ist zu beachten, daB die Hefe immer auf bziden Seiten 
des Papiers aufgespriiht werden mu. Offenbar reicht die Wirkung des 
einseitigen Hefebelages nur etwa bis zur halben Tiefe des Papiers, wah- 
rend die aufgetragene Zuckerlésung bis auf die Papierrriickseite durch- 
treten kann. 


B. Beobachtungen tiber den zeitlichen Verlauf der Garung 
auf Papier 

Fir die Versuche wurden die friiher genannten Kohlenhydrate wie 
beschrieben in Konzentrationen von 10 y, 20 y, 40 y und 60 y aufge- 
tragen (die Konzentration neben der Auftragstelle notiert) und sofort 
getrocknet. 

Zur Verfolgung des zeitlichen Verlaufs der Gairung wurden nun die 
Papierbogen jeweils in einem Kiihlraum von etwa + 2°C innerhalb von 
3 Min. beiderseitig mit 20-proz. Hefesuspension bespriiht, in den Brut- 
schrank mit wasserdampfgesattigter Atmosphire bei 38°C gebracht und 
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die Garung jeweils nach 10, 20, 40, 60, 120 und 180 Min. unterbrochen 
durch Herausnehmen des jeweiligen Papierbogens, der dann sofort mit 
Warmluft getrocknet wurde. Die Trocknung dauerte in diesem Fall etwa 
10 Minuten. Nach der Entwicklung mit Benzidin-Eisessig-Alkohol konnte 
nun der Stand der fortschreitenden Girung auf dem Papier direkt ver- 
folzt werden, da bei voélliger Vergirung die Benzidinreaktion negativ 
ausfallt. Abb. 2 zeigt als Beispiel einen Papierbogen, der 120 Min. mit 
an d-Galaktose gewohnter untergiriger Bierhefe bebriitet und danach 
mit Benzidinreagens entwickelt wurde. 
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Abb. 2. Vergarung verschiedener Zucker mit an d-Galaktose gewdhnter unter- 
gariger Bierhefe bei 38° C und Unterbrechung nach 120 Minuten. 


Insgesamt wurden so etwa 900—1000 Zuckerauftragungen in ihrem 
Verhalten gegeniiber drei verschiedenen Hefen gepriift. Hierdurch war 
es méglich: 

1. die Geschwindigkeit der Vergirung verschiedener Konzentrationen 
desselben Zuckers zu ermitteln ; 

2. die Gérungsgeschwindigkeit der verschiedenen Zucker nebeneinander 
unter denselben Bedingungen zu vergleichen, da sehr viele verschiedene 
Zucker auf einem Papierbogen Platz finden. 


Verwendete Hefen 


1. Backerhefe, 4 Tage Hunger: 100g frische Backerhefe wurden 
4-mal mit dem 10-fachen ihres Volumens an abgekochtem Leitungs- 
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wasser gewaschen und nach jeder Waschung zentrifugiert. Danach wurde sion’ ¢ 
die Hefe mit sterilem Wasser auf 500 ccm aufgefiillt und die 20-proz. Zentr 
Suspension bei + 5° C unter taglicher Erneuerung des Wassers 4 Taze nachg 


bis zum. Versuch aufbewahrt. die G 

2. Bickerhefe, 19 Tage Hunger: Behandlung in gleicher Weise, die K 
nach 19-tagiger Aufbewahrung bei + 5° C verwendet. 

3. And-Galaktose gewohnte untergirige Bierhefe, 15 Tage 
Hunger: Die Gewohnung der untergirigen Bierhefe an d-Galaktose er- 
folgte nach Nilsson® in der bereits friiher beschriebenen Weise*. Da- 
nach wurde die Hefe in gleicher Weise wie die Backerhefe bei + 5° C 
bis zum Versuch aufbewahrt, in diesem Falle 15 Tage. Vor dem Versuch 
wurden die Hefen nochmals gewaschen. 

Die einzelnen untersuchten Kohlenhydrate zeigten bei den Garver- 
suchen ein sehr verschiedenes Verhalten : 

1. d-Xylose 
d-Xylose war von keiner der drei Hefen vergoren worden. Auch bei Auf- | 
tragung von 10 y dndert sich die Starke der Benzidinreaktion nach | 
3 Stdn. nicht (s. die verschiedenen Abbildungen mit d-Xylose-Auftra- —-#- 
gungen). 


3.5 S. 
p—— iit BOS SO 
—o—e8 =F 


2. d-Arabinose | 
d-Arabinose yerhielt sich wie d-Xylose. @ 


Die Beispiele zeigen, daB man auch mit Zuckermengen unter 10 y 
die Nichtvergirbarkeit dieser Zucker darstellen kann. _@ 


3. d-Glucose 


| 

| 
d-Glucose wurde von allen drei Hefen vergoren. Bei frischer Backer- 
hefe (4 Tage Hunger), ist nach 10 Min. der Zuckerpunkt mit 10 y -@ 
vollstandig vergoren. 20 zeigt aiuBerst geringe Reaktion, praktisch nega- 
tiv. Bei 40 y ist der dunkle Hof noch gering vorhanden, jedoch nicht so — 
exakt ausgebildet wie bei 60 y. 60 y ist im Zentrum heller braun mit “hs 
dunklem Hof. der d 


Der Vergleich der Abb. 1 und 3 zeigt, daB in allen Zuckerpunkten Nac 
eine Garung abgelaufen ist. Bei 20 y, 40 y und 60 y war dort ein dunkler is 8 
Hof sichtbar, wihrend jetzt nach der Girung 10 y und 20 y bereits ver- a, 
goren sind und 40 y bzw. 60 y noch einen dunklen Hof zeigen, der jedoch voi 
wesentlich diffuser ist und gegeniiber dem Zentrum nicht mehr so kon- nieda 
trastierend heraustritt. Es ist in allen Fallen der kontinuierliche Abfall 60 y 
der Zuckermenge zu erkennen. Im iibrigen sind die Flecken bereits sind 
wesentlich kleiner wie diejenigen anderer Zucker, die keiner Garung der 
unterlagen (Abb. 3). sind 

Das Kleinerwerden der Reaktionsstellen diirfte erklirt werden 
durch eine leichtere Vergirung in der Peripherie, weil dort durch Diffu- ee 


3 R. Nilsson, in: Die Methoden der Fermentforschung (E. Bamann u. 
K. Myrback) II, 1294 [Leipzig 1941}. 40 y 


4H. Weinland, Biochem. Z., 324, 74 [1953]. pied 
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sion die Konzentration der Zucker relativ geringer ist. Vom helleren 
Zentrum mit der héchsten Konzentration wird Zucker in die Peripherie 
nachgeliefert; damit bleibt die Hofbildung erhalten, es schrumpft jedoch 
die Gesamtreaktionsstelle meltr und mehr zusammen. Erst dann, wenn 
die Konzentration im Zentrum sich mehr der des umgebenden Hofes 
nihert, wird eine einheitliche Braunfirbung der Reaktionsstelle zu 
beobachten sein und die Hofbildung verschwinden. Nach 20 Min. er- 
gibt sich im wesentlichen das gleiche Bild (Abb. 3). 
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~ &-Sorbose Abb. 3. Garung mit Backerhefe wahrend 
, 20 Min. bei 38° C. 
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Nach 40 Min. sind die Auftragstellen wesentlich abgeblaBt und auch 
der dunkle Hof bei 60 y verschwunden. 
Nach 60 und 120 Min. ist in allen Zuckerpunkten die Benzidinreaktion 
negativ, d.h. die Glucose ist jetzt in allen Auftragstellen vollstandig 
vergoren, Abb. 5 oben. 

Bei der Bickerhefe mit 19 Tagen Hunger sind nach 10 Min. die 
niedrigen Konzentrationen vergoren, die Konzentrationen mit 40 y und 
60 y denen der Hefe mit 4 Tagen Hunger gleichzusetzen. Nach 20 Min. 
sind die Reaktionsstellen bei 40 y und 60 y etwa entsprechend denen 
der 4 Tage hungernden Hefe nach 40 Min. Nach 40, 60 und 120 Min. 
sind alle Zuckerpunkte vergoren. 

Man hat nach diesen Untersuchungen den Eindruck, als ob eine 
Hefe, die 19 Tage gehungert hat, die Vergirung der Glucose schneller 
durchfiihrt, als eine solche mit 4 Tagen Hungerzeit. 

Die Tatsache, daB hier z. B. nach 20 Min. der Reaktionspunkt bei 
40 y um ein geringes stirker ausgefallen ist als bei 60 y, zeigt, daB 
dieses Verfahren zunichst noch nicht quantitativ ist, daB aber grund- 
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sitzlich bei einer systematischen Verfolgung der beschriebene Gang 
einwandfrei gut sich darstellen lassen wird. 

Bei der an d-Galaktose gewohnten untergiérigen Bierhefe ist 
nach 10 Min. der Zuckerpunkt mit 10 y fioch deutlich vorhanden, aber 
stark abgeschwicht, 

20 y zeigt einheitliche Braunfarbung, 
40 y und 60 y starke dunkle Hofe. 

Schon diese Beobachtung 148t erkennen, daB hier die Glucosever- 
girung wesentlich langsamer vor sich geht wie mit den vorgenannten 
obergérigen Baicker-Hungerhefen. 


In 2 Parallelfallen nach 20 Min. ist bei 


10 y noch eine sehr schwache bzw. negative Reaktion, bei 20 y, 40 y 
und 60y dagegen nur eine Aufhellung ohne wesentliche Veranderung des 
Bildes von 10 Min. eingetreten (s. Abb. 4). 


b0y Wr 2by Wy 
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Abb. 4. Garung mit an d-Galaktose ge- a 
wohnter untergariger Bierhefe wahrend ~*~ —— 
20 Min. bei 38°C. 
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Nach 40 und 60 Min. sind die Zuckerpunkte von 10 y und 20 y ver- 
goren, der Punkt bei 40 y weiterhin wesentlich aufgehellt. 

Nach 120 und 180 Min. ist die Vergirung in allen Fallen vollstandig 
(s. Abb. 2). 

Die wesentlich langsamere Vergirung der Glucose durch unter- 
girige Bierhefe ist in den systematischen Untersuchungen von Nils- 
son und Alm an normalen Giransitzen dieser beiden Hefen auch be- 
obachtet worden. Sie wird bei der hier durchgefiihrten Garmethode auf 








5 R. Nilsson u. F. Alm in: Die Methoden der Fermentforschung (E. Bamann 
u. K. Myrback) IIL, 2160f. u. 2172f. [Leipzig 1941]. 
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Papier sehr deutlich. In einer spiteren Arbeit wird versucht, diese Ver- 
hailtnisse quantitativer zu fassen. 


4. d-Mannose 


d-Mannose verhielt sich bei diesen Untersuchungen sehr ahnlich der 
d-Glucose (s. z. B. Abb. 3 und 4). (Bei Abb. 3 ist die Reaktion fir 60 y 
sehr schwach ausgefallen. Die Kontrollbestimmungen zeigen diesen 
Punkt wesentlich starker.) 


5. d-Galaktose 


d-Galaktose wurde von beiden Biackerhefen auBerordentlich viel lang- 
samer angegriffen als Glucose oder Mannose. 

Nach 60 Min. ist in allen Auftragungen noch keine wesentliche Auf- 
hellung der Reaktionsstellen zu beobachten. Auch die Auftragungen 
mit 10 y bleiben unbeeinfluBt. Dagegen sieht man nach 120 Min. 
Bebriitungszeit, daB bei 10 y die Vergirung der Galaktose schon fort- 
geschritten ist (s. Abb. 5). 


bby Wy 20y Uy 
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® j neil d-Galaktose 
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oe | d-Fruktose 


| | Abb. 5. Garung mit Backerhefe wahrend 
| 120 Min. bei 38° C. 


ee ney ies + l-Sorbose 


| | 
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Die zunehmende Vergarung la8t sich auch bei der 20 y-Zuckerauftra- 
gung sehr schén verfolgen: wahrend bis 60 Min. der Reaktionspunkt 
hier einen deutlichen Hof zeigt, ist bei 120 Min. bei beiden Backerhefen 
der Hof verschwunden (s. Abb. 5). AuBerdem beobachtet man nach 
120 Min. an den Auftragstellen von 40 y und 60 y eine zunehmende Ver- 
gréBerung der Reaktionsstellen dureh Diffusion gegeniiber den anfang- 
lichen Verhaltnissen. 
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Ein Unterschied in der Girungsgeschwindigkeit zwischen Backer. 
hefe, die 4 Tage bzw. 19 Tage gehungert hatte, kann zunachst noch 
nicht beobachtet werden. 

Die an d-Galaktose gewéhnte untergiérige Bierhefe vergirt 
Galaktose von Anfang an viel schneller als die Backerhefe. 

Nach 10 Min. ist bei der Auftragung mit 10 y schon eine deutliche Ab- 
blassung zu sehen. 

Nach 20 Min. ist die entsprechende Reaktion nur noch ganz schwach 
positiv (s. Abb. 4 im Vergleich mit Abb. 3), und 

nach 40 Min. vollkommen negativ geworden (Abb. 6). 
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Abb. 6. Abb. 7 
Abb. 6. Garung mit an d-Galaktose gewéhnter untergariger Bierhefe wahrend 
40 Min. bei 38°C. 
Garung mit an d-Galaktose gewohnter untergariger Bierhefe wahrend 
40 Min. bei 38° C. (Parallelversuch zu Abb. 6). 

















e d-Xylose | é d-Arabinose 


Abb. 7. 


Bei den Auftragungen von 20 y, 40 y und 60 y 14Bt sich die zuneh- 
mende Girung am Verschwinden der dunklen Héfe der Peripherie ver- 
folgen. So sind z. B. nach 10 Min. bei den Reaktionspunkten die Hofe 
alle noch vorhanden, wihrend nach 20 Min. bei den Auftragungen mit 
20 y der Hof verschwunden ist (Abb. 4), nach 40 Min. der Hof bei 
40 y in einigen Parallelversuchen meist verschwunden ist, vgl. Abb. 7 
(in Abb. 6 nicht zu sehen) und nach 60 Min. schlieBlich auch der bei 
60 y. 

Nach 120 Min. ist die Vergirung der d-Galaktose unter diesen Bedin- 
gungen vollstaindig (vgl. Abb. 2). 
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Vergleicht man nach gleichen Garungszeiten die Reaktionsstellen 
der Glucose und Galaktose nach Einwirkung der an d-Galaktose ge- 
wohnten untergarigen Bierhefe, so kann man einwandfrei zeigen, daB 
von dieser Hefe besonders am Anfang die Glucose auch schneller ver- 
goren wird als die Galaktose (vgl. Abb. 4 und 6). Nach 60 Min. holt 
jedoch die Galaktosegarung auf, so da8 nach dieser Zeit die noch rest- 
lichen Reaktionsstellen bei 40 y und 60 y bei beiden Zuckern dieselbe 
Intensitat zeigen (vgl. Abb. 8). 
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| | Abb. 8. Garung mit an d-Galaktose ge- 


- = [ eis wohnter, untergiriger Bierhefe wahrend 
@ ee ” 60 Min. bei 38°C. 
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6. d-Fructose 


d-Fructose wurde von allen drei Hefen vergoren. Ein Unterschied 
in der Geschwindigkeit der Girung bei Verwendung von Backerhefe 
mit 4 bzw. 19 Tagen Hungerzeit konnte nicht beobachtet werden. Fruc- 
tose wird von diesen beiden Hefen langsamer vergoren als Glucose. 
Wiahrend bei d-Glucose nach 10 Min. bei der Auftragung mit 10 y mit 
beiden Hefen die Benzidinreaktion negativ ist, ist bei d-Fructose unter 
den gleichen Bedingungen noch eine deutliche Benzidinreaktion zu sehen. 
Auch nach 20 Min. ist das noch zu sehen, wenn auch die Reaktionen 
bei den verschiedenen Konzentrationen alle etwas aufgehallt sind (s. 
Abb. 3). 
Erst nach 40 Min. ist der Wert fir 10 y negativ, 


fiir 20 y sehr schwach positiv, 
fiir 40 y und 60 y noch deutlich positiv. 
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Nach 60 Min., nach welcher Zeit die Glucosegiirung abgeschlossen ist, 
kann man bei der Fructose an den Auftragstellen 40 y und 60 y noch 
schwache Reaktionen beobachten. 


Nach 120 Min. sind alle Reaktionsstellen negativ (s. Abb. 5). 


Auffallig ist die Verzogerung der Fructosegirung am Anfang im 
Vergleich zur Glucosegaérung. Man hat auch hier den Eindruck als ob 
zwischen 40 und 60 Min. dieser ProzeB beschleunigt wiirde. Es diirft-n 
hier fiir die Backerhefe in Richtung nach ihrer Wirkung auf die Fructose 
ganz ahnliche Verhaltnisse vorliegen, wie sie bei der an d-Galaktose 
gewohnten untergirigen Bierhefe bereits beschrieben sind; d. h. die 
verwendeten Backerhefen brauchen am Anfang fiir die Umstellung auf 
die Fructose eine Induktionszeit. Danach schreitet die Garung schnell 
fort. 

Die an d-Galaktose gewohnte untergarige Bierhefe verhalt sich 
gegeniiber d-Fructose vollig gleichsinnig wie die genannten Backerhefen 
(s. Abb. 4 und 6). 

Die Unterschiede zwischen Glucose und Fructose sind, wie ent- 
sprechende Kontrollversuche zeigten, nicht zuriickzufiihren auf eine 
groBer Empfindlichkeit der Benzidinreaktion gegeniiber Fructose. Beide 
Zucker liefern. in Mengen von 2,5 y, verteilt auf Flachen von 7mm 
Durchmesser, noch genau gleichfarbene Reaktionen. 


In gréBeren Garansitzen ist dieser Unterschied offensichtlich ver- 
deckt, weshalb bisher die Vergirung von Fructose und Glucose als mit 
gleicher Geschwindigkeit ablaufend angenommen wird®. Die hier vor- 
liegenden Verhaltnisse werden wir noch exakter klaren. 


7. l-Sorbose 


l-Sorbose wurde auch bei den schwachen Konzentrationen von 10 + 
von allen verwendeten Hefen nicht angegriffen: siehe auf den verschie- 
denen Abbildungen die Reaktionen fiir J-Sorbose. 


8. d-Galakturonsdure 


d-Galakturonsdéure wurde ebenfalls nicht angegriffen (s. Abb. 2 
und 13). : 


9. Rohrzucker 


Nach unseren Beobachtungen ist bei Auftragungen von Rohrzucker 
auf Papier bei allen untersuchten Konzentrationen die Benzidinreaktion 
auBerordentlich schwach (s. Abb. 1). Mit zunehmender Rohrzuckerspal- 
tung muB die Benzidinreaktion viel intensiver auftreten, weil die Spalt- 
produkte eine dunkelbraune Reaktion mit Benzidin liefern. 





®° R. Willstatter u. H. Sobotka, diese Z. 128, 170 [1922]. 
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+t Deshalb beobachtet man bei der Einwirkung von Hefe auf Rohr- 

h zucker, daB bereits nach 10 Min. alle verwendeten Konzentrationen 
bei den hier verwendeten Hefen eine stark dunkle Benzidinreaktion er- 
geben, die fiir eine weitgehende Aufspaltung der vorliegenden Rohr- 
zuckermenge spricht. Dabei kommt es bei Konzentrationen von 40 y bis 

n 60 y zur Ausbildung eines dunkleren Hofes. Die sehr rasche Wirkung der 

b Hefesaccharase im Vergleich zum Fortschreiten der Garung wird auf 


n diese Weise eindrucksvoll sichtbar gemacht (vgl. Abb. 10). 


. Im iibrigen zeigen die drei verwendeten Hefen etwa die gleiche 
. Wirkung auf Rohrzucker. 
e 


f Nach 10 Min. ist die Reaktion bei 10 y Auftragung noch positiv, die 
il iibrigen Auftragungen bis 60 y zunehmend starker dunkel. 

Nach 20 Min. ist in allen Fallen der Wert fiir 10 y praktisch negativ 
(s. Abb. 9 und 10). 

















| 
| | 
F a oe a 3 Milchzucker Uy Wy 
' | | Le. | Milchzucker 
| L | 
-9 4s + Malzzucker e 
| Malzzucker 
¢ * | 
+ = — Raffinose ’ @ s | 
| | | a ee 
+ mai deme i a Rohrzucker Ms | Rohrzucker 
| | | | 
. = | Galakturon- %_ ie ___ @ |_ a-Galakturon- 
saure ’ e- Sdure 
| | 
| | 
- al — d-Mannose ca & + ———- d-Mannose 
Abb. 9. Abb. 10. 


Abb. 9. Garung mit Backerhefe wihrend 20 Min. bei 38° C. 


Abb. 10. Garung mit an d-Galaktose gewohnter untergiariger Bierhefe wahrend 
20 Min. bei 38°C. - 


Nach 40 Min. ist auch der Wert fiir 20 y negativ geworden; bei der an 
Galaktose gewohnten untergirigen Bierhefe zeigt sich hier in 
Parallelbestimmungen noch eine ganz schwach positive Reaktion 


(s. Abb. 11). 
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Abb. 11. Abb. 12. 


Abb. 11. Garung mit an d-Galaktose gewéhnter untergiriger Bierhefe wahrend 
: 40 Min. bei 38°C. 
Abb. 12. Garung mit Backerhefe wihrend 60 Min. bei 38° C. 


Nach 60 Min. ist der Rohrzucker bei Verwendung von Bickerhefe véllig 
vergoren (s. Abb. 12), bei Verwendung von an d-Galaktose gewéhnter 
untergariger Bierhefe ist fiir die Auftragung von 60 y noch eine geringe 
Reaktion nachweisbar. 


Nach 120 Min. ist bei allen aufgetragenen Konzentrationen die Ver- 
gairung vollstandig (s. Abb. 2). 


10. Malzzucker 


Malzzucker wurde nur vergoren von frischer Backerhefe (4 Tage 
Hunger) und von dieser so langsam, daf} erst nach 60 Min. die Auftra- 
gung mit 10 y eine so schwache Reaktion zeigte, daB sie nur noch im 
durchfallenden Licht auf dem Papier zu sehen war (s. Abb. 12). 


An den tibrigen Werten von 20 y, 40 y und 60 y zeigt sich auch nach 
60 Min. keine wesentliche Veranderung. 

Die gealterte Baickerhefe (19 Tage Hunger) vergirt Maltose 
iiberhaupt nicht, der Zuckerpunkt mit 10 y Maltose bleibt iiber 120 Min. 
unverandert (vgl. Abb. 13). Offensichtlich wird durch langeren Hunger 
die Biackerhefe in ihrer Fahigkeit, Maltose angreifen zu kénnen, ge- 
schwicht?, 


7K. Hinsherg u. K. Lang, Medizinische Chemie, S. 218 [Miinchen, 
Berlin 1951]. 
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Die an d-Galaktose gewohnte untergarige Bierhefe verhalt sich 
in unserem Versuch wie eine Hunger-Bickerlefe. Sie vergirt Maltose 
auf dem Papier nicht (s. Abb. 2, 10 und 11), auch dann nicht, wenn sie 
z. B. nur 5 Tage gehungert hat. Bei dieser Hefe ist noch nach 6 Stdn. 
Girzeit die Maltose unverandert nachweisbar. 

Bei der Rohrzuckervergirung wurde oben durch die Spaltung des 
Rohrzuckers eine Farbvertiefung bei der Benzidinreaktion festgestellt. 
Bei der Maltose ist es schwieriger, bei der Hefeeinwirkung eine Farb- 
vertiefung im gleichen Sinne festzustellen, weil der Malzzucker besonders 
bei niedrigen Konzentrationen von 10y mit Benzidin eine ziemlich 
starke Eigenreaktion zeigt (s. Abb. 1). Bei unseren Versuchen ist die 
langsame Abblassung der 10 y-Auftragung ohne eine voriibergehende Ver- 
stirkung der Benzidinreaktion zu beobachten (s. Abb. 12), so daB man 
annehmen darf, daB nicht wie beim Rohrzucker die vorherige Spaltung 
schnell erfolgt, sondern die Vergiirung der Spaltprodukte mit der Ge- 
schwindigkeit der Spaltung Schritt halt. Man k6nnte in diesem Fall 
auch daran denken, daB der Malzzucker als solcher von der Hefe lang- 
sam aufgyenommen wird und erst in der Hefezelle gespalten und anschlie- 
Send vergoren wird. 

Die Herabsetzung oder Unwirksammachung der Maltase in der 
Hungerhefe kénnte man sich denken als eine Schutzwirkung zur Erhal- 
tung der hefeeigenen Polysaccharide. 








Abb. 13. Garung mit Backerhefe mit 
19 Tagen Hunger wahrend 120 Min. dei 
38° C. 














11. Milchzucker 


Milchzucker wird von keiner der drei Hefen angegriffen, weder im 
Sinne einer hydrolytischen Aufspaltung noch im Sinne der Vergarung 
des Milchzuckers (s. Abb. 2, 9, 10, 11 und 12). 
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12. a,a-Trehalose 


Dieses in der Backerhefe selbst reichlich vorkommende Disacchia. 
rid’ wurde wegen seiner in der Literatur angegebenen sehr langsam cr. 
folgenden Vergirung® gesondert untersucht. 

Bei der einfachen Auftragung von Trehalose auf Papier und Ent. 
wickeln der Reaktionsstellen nach dem Trocknen mit Benzidin beobach- 
tet man, weil dieser Zucker keine freie Aldehydgrupp2 enthalt, caf 
die Reaktionsstellen nur sehr schwach wahrnehmbar sind. Bei verschie- 
denen aufgetragenen Konzentrationen ist auch im durchfallenden Licht 
kein Unterschied in der Reaktionsstairke wahrnehmbar. Wenn bei cer 
Vergirung dieses Disaccharides eine Hydrolyse erfolgen wiirde, so kénnte 
man sicher eine Vertiefung der Reaktionspunkte beobachten. Bei den 
vorliegenden Messungen war dies bei Einwirkung der hier verwendeten 
Backerhefen, untersucht im Verlaufe einer 25-stdg. Garzeit, niemals der 
Fall; d. h. aber, eine merkliche Hydrolyse trat nicht auf. 

Nach der Vergirung konnte auf den vorliegenden Papieren, wahr- 
scheinlich durch eine gewisse Vergr6Berung der Reaktionsstellen durch 
Diffusion, die «,«-Trehalose mit Benzidin nicht mehr nachgewiesen 
werden. Die oben schon beschriebene auBerst schwache Reaktion wird 
auf gréBeren Raum verteilt nicht mehr sichtbar. Trotzdem war die «,x- 
Trehalose an diesen Reaktionsstellen noch vorhanden. Man kann das 
Vorhandensein zeigen mit dem alkoholischen Silberreagens von Treve- 
lyan, Procter und Harrison®, das mit «,«-Trehalose, ebenso wie 
mit Monosacchariden, tiefbraune Reaktionsstellen liefert. Mit diesem 
Reagens konnte weiterhin festgestellt werden, daB nach 23 Stdn. Gar- 
zeit die Reaktionsstellen mit 10 y «,«-Trehalose nicht mehr rachweis- 
bar waren. : 

Darf man hier von einer Garung sprechen oder wird die «,«-Tre- 
halose als solche in die Hefe aufgenommen? Offensichtlich sind hier 
die Vorginge ahnlich wie bei der Maltose und nicht zu vergleichen mit 
denen des Rohrzuckers. Immerhin kann man sagen, daf die direkte Auf- 
nahme wahrscheinlicher ist als die fermentative Aufspaltung, da sich 
diese nach unserer heutigen Ansicht hatte in einer Farbvertiefung der 
Benzidinreaktion zeigen miissen. 


13. Raffinose 


Die Raffinose zeigt bei direkter Auftragung auf Papier eine schwa- 
chere Benzidinreaktion als Rohrzucker, vgl. Abb. 1. In gleicher Weise 
wie bei Rohrzucker besteht eine direkte Proportionalitat der Farbtiefe 
in Abhingigkeit von der verwendeten Menge. Hier muBten also bei der 
Einwirkung der Hefe wegen der darin vorhandenen Saccharase die vor- 
her schwachen Reaktionspunkte sich sehr verstirken, was sich bei unse- 


8 K. Myrback u. B. Ortenblad, Biochem. Z. 288, 329 [1936]. 
® W.E. Trevelyan, D.P. Procter u. J.S. Harrison, Nature [London] 
166, 444 [1950]. 
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rer. Untersuchungen ohne Schwierigkeit feststellen liBt, siehe Abb. 9’ 
10, 11 und 12. 


‘ Diese Verstiirkung ist schon bei den Backerhefen mit einer Hunger- 

zeit von 4 bzw. 19 Tagen in allen untersuchten Fallen von 10 y—60 y 
t. Auftragung bzw. bei Untersuchungszeiten von 10—120 Min. immer vor- 
" handen und wesentlich verstirkt bei Verwendung der an d-Galaktose 


8 gewohnten untergiarigen -Bierhefe, wenn man die Reaktionspunkte nach 
{0 Min. Hefeeinwirkung vergleicht (s. auch Abb. 9 und 10). 

Durch die Baickerhefe wird die Raffinose gespalten in Melibiose 

und Fruchtzucker und der jeweilige Fruchtzuckeranteil vergoren. Die 
entstandene Melibiose wird aber nach unseren Untersuchungen offen- 
sichtlich titberhaupt nicht von Backerhefen angegriffen, da bei allen Ver- 
suchen mit Backerhefe in der Zeit von 10 bis 120 Min. die Reaktions- 
stellen zwischen 10 y und 60 y ihre tiefbraune Farbe beibehalten. Diese 
Braunfarbung ist zuriickzufiihren auf die Melibiose (s. Abb. 12). 
. Die an d-Galaktose gewohnte untergarige Bierhefe verhalt sich 
h gegeniiber der Raffinose anders. Hier sind offensichtlich zwei Fermente 
wirksam, die unsere Garversuche beeinflussen, d. h. die Melibiose bleibt 
| nicht liegen, sondern wird noch weiter aufgespalten zu Glucose und 
Galaktose, so daB schlieBlich die drei entstandenen Monosaccharide von 
unserer an Galaktose gewohnten untergarigen Bierhefe vergoren werden 
(s. Abb. 10 und 11). 

Welches dieser drei Monosaccharide in dem vorliegenden Zucker- 
gemisch von dieser Hefe bevorzugt vergoren wird, laBt sich nach unseren 
bisher geschilderten Versuchen mit Wahrscheinlichkeit beantworten. 
Bei der Vergérung mit der an d-Galaktose gewohnten untergarigen Bier- 
hefe wird am schnellsten d-Glucose, dann in der Reihenfolge d-Fructose 
und am langsamsten d-Galaktose angegriffen, was man auf dem Papier 
direkt durch Verfolgung der Reaktionsstellen bei verschiedener Kon- 
zentration zwischen 10 y und 60 y nachweisen kann. Beim Vergleich von 
Rohrzucker mit Raffinose hat man den Eindruck, als ob beide mit etwa 
der gleichen Geschwindigkeit vergoren wiirden; die Raffinose scheint 
etwas nachzuhinken (s. Abb. 10 und 11). 

Nach 20 Min. ist die Auftragstelle mit 10 y nur noch auBerst schwach 
positiv (s. Abb. 10), 

nach 40 Min. die von 20 y praktisch negativ (s. Abb. 11), 

nach 60 Min. die von 40 y vollstandig vergoren und die Auftragstelle 
von 60 y sehr stark abgeblaBt. 

Nach 120 Min. ist die Vergarung in allen Fallen vollstandig (s. Abb. 2). 

DaB auch die Aufspaltung der Raffinose der Garung sehr voraus- 
cilt, zeigt sich bei Verfolgung der wieder auftretenden Héfe. Nach 10 Min. 
z. B. zeigt die Raffinose eine Hofbildung bei 20 y, 40 y und 60 y, der 
Rohrzucker bei 40 y und 60 y, nach 20 Min. die Raffinose bei 40 y und 
60 y, s. Abb. 10, der Rohrzucker nur noch bei 60 y (s. Abb. 10). Bei 
40 Min. ist eine Hofbildung weder bei der Raffinose noch beim Rohr- 
zucker mehr zu beobachten (s. Abb. 11). 
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C. Anwendung auf die Papierchromatographie 


Die geschilderte Methode 1aBt sich fiir die Papierchromatographie 
von Zuckern mit gleichen oder ahnlichen Ry-Werten gut ausnutzen. 
Je nachdem, zwischen welchen Zuckern zu entscheiden ist, wird man 
hierbei die zu untersuchenden Chromatogramme mindestens zweifach, 
meist aber in mehrfacher Ausfertigung herstellen um eines zur direkten 
Entwicklung zur Verfiigung zu haben und bei den anderen die Art der 
Hefe und die Zeit variieren zu kénnen. 

Im folgenden wurden auf diese Weise die in Butanol-Eisessig-Wasser 
gelaufenen Chromatogramme von 5 Kohlenhydratpaaren untersucht, 
nimlich von: 


1. Glucose Ry 0,18 2. d-Mannose Ry 0,20 
Galaktose Ry 0,16 d-Arabinose Ry 0,21 
3. d-Mannose Ry 0,20 4. Lactose Ry 0,09 
1-Sorbose Ry 0,20 Maltose Ry 0,11 

5. Rohrzucker Ry 0;14 


d-Galakturonsiiure Ry 0,14 


Fiir die Chromatogramme wurden je 2 cmm einer 1-proz. Lésung = 
20 y Substanz in drei Startstellen aufgetragen, in der ersten und zweiten 
die jeweiligen Einzelzucker, in der dritten ein Gemisch beider = 40 y. 
Dieser Dreiersatz wurde zusitzlich noch zweimal aufgetragen, so daB ins- 
gesamt je drei gleiche Chromatogramme unter vdéllig gleichen Bedin- 
gungen im aufsteigenden und im absteigenden Verfahren liefen. Die auf- 
steigenden liefen 48, die absteigenden 70 Stunden. 

Danach wurden die Papiere sorgfaltig mit Warmluft getrocknet bis 
der Geruch nach Butanol bzw. Eisessig verschwunden war und schlieB- 
lich in die drei gleichen Einzelchromatogramme zerschnitten. 

Je oin aufsteigendes und ein absteigendes Chromatogramm wurde 
sofort mit Benzidin-Eisessig-Alkohol entwickelt, die tibrigen ftir die 
Garversuche zuriickgelegt. 


1. Direkte Entwicklung 


Die sofort entwickelten Chromatogramme zeigten bei den jewei- 
ligen Einzelzuckern eine Entfernung vom Startpunkt, die mit dem Ver- 
haltnis der bisherigen gemessenen Ry-Werte fiir Butanol-Eisessig-Wasser 
iibereinstimmte. Ganz entsprechend wanderten die Mischungen, nur 
waren sie in keinem Fall getrennt. Die Reaktionsstellen fiir die Mischun- 
gen sind wegen der gréBeren Konzentration der Mischungen (40 y) nach 
der Entwicklung wesentlich dunkler und die Reaktionsflecken ver- 
groBert. 


Bei Differenzen in den Ry-Werten von 0,02, also z. B. bi Glucose/ 


Galaktose bzw. Lactose/Maltose sind dies? Reaktionsstellen eifoérmig mit 
Langsachse in Richtung der Wanderung derart, da8 fiir Glucose/Galak- 
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tose die obere Grenze der Glucose, die untere der. Galaktose. entspricht. 
Man kann dies ebenso fiir Lactose/Maltose beobachten. In Fallen ‘ohne 
Differenzen in den Ry-Werten sind die Reaktionsstellen auch vergréBert 
gegentiber den Einzelzuckern; sie bleiben jedoch kreisrund, was z. B. 
bei d-Mannose/I-Sorbose und wenn die Garung des Rohrzuckers beginnt, 
besonders sch6n auch bei Rohrzucker/Galakturensaure zu sehen ist. 


2. Anwendung von Hefen 


a) Glucose/Galaktose-Chromatogramme 


Vergirung mit Backerhefe: Nach 20 Min. ist fiir die einzeln 
gewanderte Testglucose die Reaktion negativ, die Testgalaktose bleibt 





Gluc. Glue. Gh 
Gwe. Galakt. +” | Gluc. Galakt. * ene chee 
Galakt. ‘alakt. 


Galakt. 


Abb. 14. Papierchromatogramme von Glucose, Galaktose und einem Gemisch a aus 

beiden: links ohne Hefeeinwirkung entwickelt; Mitte nach Einwirkung von 

Backerhefe wahrend 20 Min. bei 38° C, Glucose vergoren; rechts nach Vergirung 

mit an d- Galaktose gewohnter untergiriger Bierhefe wahrend 40 Min. bei. 38°C, 
alles vergoren. 


unangegriffen. Der Reaktionspunkt fiir das Gemisch Galaktose/Glu- 
cose ist jetzt nach der Vergérung rund, kleiner, weniger intensiv gefarbt 
wegen Wegnahme der Glucose in der Farbintensitat etwa der Testga- 
laktose entsprechend (Abb. 14). 

‘Vergirung mit an d-Galaktose gewohnter untergériger 
Bierhefe: Ein drittes Chromatogramm zeigt nach 40 Min. Vergarung 
mit genannter Hefe, daB alle Reaktionsstellen negativ sind, d.h. sowohl 
Glucose als auch Galaktose vergoren wurde. 


b) d-Mannose/d-Arabinose-Chromatogramme 
Backerhefe: Nach 20 Min. ist fiir die einzeln gewanderte Test- 
mannose die Reaktion negativ, die Testarabinose bleibt unangegriffen 
und findet sich in gleicher Farbstiirke, gleicher Fleckengr6Be und gleicher 
Hohe im Gemisch beider Zucker. 
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Galaktosehefe: Nach 60 Min. Vergirung. Das Bild ist vdllig 
gleich wie bei der Vergarung mit Backerhefe. 


c) d-Mannose/l-Sorbose-Chromatogramme 
Der Verlauf ist der gleiche wie b2i d-Mannose/d-Arabinose. 


d) Lactose/Maltose-Chromatogramme 

Backerhefe (4 Tage Hunger): Nach 60 Min. ist fiir die einzeln 
gewanderte Testmaltose die Vergirung eine vollstindige. Die Test- 
lactose bleibt unangegriffen. Der Reaktionspunkt fiir das Gemisch zeigt 
die restliche Lactose rund, in gleicher Héhe und gleicher Farbintensi- 
tat wie die Testlactose. 

Galaktosehefe: Nach 60 Min. Vergirungszeit ist keiner der Zucker 
vergoren. Das Chromatogramm bestiitigt friihere Boebachtungen, wo- 
nach die Lactose eine intensivere Benzidinreaktion liefert als die Mal- 
tose. Auf den ovalen Reaktionspunkten des Gemisches kann man deut- 
lich sehen, daB die obere Hialfte, die der Maltose entspricht, wesentlich 
blasser ist als die untere Halfte, die der Lactose entspricht; d.h. da8 
in einem Zuckergemisch die Trennung bei der Chromatographie sehr 
wohl erfolgt, jedoch durch die kleinen Unterschiede in den Ry-Werten 
eine gegenseitige Uberschneidung der Reaktionsstellen nicht zu ver- 
meiden ist. ~ 


e) Rohrzucker/Galakturonsiure-Chromatogramme 

Die direkte Entwicklung ergab nur zwei Reaktionsstellen fiir die 
jeweilige Galakturonsdure, weil die schon friiher beschriebene sehr 
schwache Benzidinreaktion des Rohrzuckers praktisch nicht mehr zu 
sehen ist. 

Backerhefe: Nach 10 Min. Garzeit zeigen sich jetzt deutlich drei 
Reaktionsstellen, weil an der Stelle des Rohrzuckers, der durch die Hefe 
hydrolysiert wird, nun die Glucose bzw. Fructose mitreagieren. 

Bei langerer Garzeit, 40 Min. mit Backerhefe, ist die Test-Rohr- 
zuckerstelle wieder negativ, da véllig vergoren. 

Die hier eingehaltene Giarzeit von 10 Min. fiir die Darstellung des 
Rohrzuckers auf dem Chromatogramm kann wahrscheinlich kiirzer ge- 
wahlt werden. Die giinstigsten Zeiten fiir die Darstellung derartiger 
Kohlenhydrate, wie der Rohrzucker, wihrend des Girungsablaufes, 
miissen erst noch ermittelt werden. 

Diese Beispiele mégen zunachst geniigen und zeigen, daB die Ver- 
garung der Zucker auf dem Papierchromatogramm zur Klarung der 
verschiedensten Fragen dienen kann. 

Die bisherigen Befunde bei gleichzeitiger Anwendung der Tiipfel- 
reaktionen auf Seide?® und der Papierchromatographie eignen sich gut 





10 M. Geldmacher-Mallinckrodt, Biochem. Z., im Druck. 
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zur Charakterisierung kleinster Zuckermengen. Die Versuche werden von 
uns quantitativ weiter ausgebaut, da wir uns bewuBt sind, daB noch ge- 
wisse Miangel bestehen, die sich voraussichtlich relativ leicht aus- 
schalten lassen. 

Wir werden versuchen, die Grenze des Nachweises noch festzu- 
st-llen und die hier gegebenen Verhaltnisse quantitativ auszubauen, wo- 
bei daran gedacht werden muB, neben der Benzidinreaktion auch noch 
andere empfindliche Kohlenhydratnachweisreaktionen in die Methodik 
der Vergirung auf Papier aufzunehmen. 


Zusammenfassung 


1. Es wird eine Methode angegeben, die erlaubt, auf Chromato- 
graphie-Papier Garungen mit 5 y —60y Zucker durchzufiihren und die 
ermoglicht, 
a) kleinste Zuckermengen biologisch zu charakterisieren, d. h. 
Zuckermengen mit einer Verteilungsdichte von 0,1 y pro qmm, 

b) festzustellen, inwieweit Di- und Oligosaccharide vor der Garung 
in garungsfaihige Zucker gespalten werden bzw. ob eine Hefe 
viel oder wenig von den betreffenden Hydrolasen fiir die Garung 
einsetzen kann. Das AusmaB der die Garung begleitenden Hydro- 
lyse wird fiir die verschiedenen Hefen sichtbar gemacht; 

c) die Geschwindigkeit der Girung bei Verwendung sehr geringer 

Zuckermengen vergleichend zu verfolgen. 

2. Die: Anwendbarkeit der Methode in der Papierchromatographie 
wird durch Beispiele. belegt. 

3. Die Benzidinreaktion kann bei genauerer Betrachtung zur Unter- 
scheidung von Ketosen und Aldosen dienen. Sie kann aber auch bei Auf- 
tragung verschiedener Konzentrationen eines unbekannt2n Zuckers und 
Verfolgung der Farbintensitét zur Charakterisierung der verschiedenen 
Zucker herangezogen werden. 
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Uber Gallin 
Von 
Herbert Fischer und Lotte Kreuzer 
Aus der I. Medizinischen Universititsklinik Frankfurt a. M. | 
(Der Schriftleitung- zugegangen am 23. Mai, 1953) 


Kiirzlich haben Daly, Mirsky und Ris? in einer Arbeit tiber die 
Aminosaurezusammensetzung verschiedener Histone auch tiber Gallin, 
einen stark basischen EiweiBk6rper aus Hahnensperma berichtet, den 
sie als protaminaihnlich bezeichneten. Da Protamine bisher nur in 
Spermatozoen von Fischen nachgewiesen wurden und nach den Arbeiten 
von Felix, Fischer, Krekels und Mohr? wahrscheinlich die einzigen 
EiweiBkorper in deren Zellkernen sind, schien uns der Befund Mirskys 
von groBem Interesse. Es ergab sich die Frage, ob der Spermatozoen- 
kern der Végel nach einem ahnlichen Prinzip aufgebaut ist, wie der von 
Fischen. Wir haben daher das Verhalten von Hahnenspermatozoen so- 
wohl morphologisch mit dem Phasenkontrast- und Elektronenmikroskop, 
als auch chemisch untersucht. Uber die morphologischen Ergebnisse soll 
gemeinsam mit O. Hug und W. Lippert vom Max-Planck-Institut fiir 
Biophysik an anderer Stelle berichtet werden. 

Hahnensperma haben wir nach Burrows und Quinn® gewonnen 
und zuniichst versucht, hieraus die Zellkerne rein darzustellen. Der Zell- 
kern ist beim Vogelspermatozoon ein langgestreckter, walzenformiger 
K6rper, der an seinem proximalen Ende ein spitz zulaufendes Per- 
foratorium, das ,,Acrosom“, trigt. Distal setzt sich das Mittelstiick mit 
dem fein auslaufenden Schwanz an. Uber die GréBenverhiltnisse: orien- 
tiert Abb. 1. 





A K —oM S 
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Abb. 1. Hahnenspermatozoon, schematisch. 


Die fiir die Isolierung von Zellkernen aus Fischspermatozoen so ein- 
fache und schonende Plasmolyse in dest. Wasser erwies sich als un- 
geeignet. Wohl kann man beobachten, wie Spermatozoen bei der Ein- 
wirkung von destilliertem Wasser sofort unbeweglich werden und eine 
cytoplasmatische Blase am Mittel- und Schwanzteil entsteht, doch 
bleiben Acrosom und Schwanz meist mit dem Kern fest verbunden und 
lassen sich auch durch heftiges Schiitteln nicht von ihm ablésen (Abb. 2 
und 8). 





' M. M. Daly, A. E. Mirsky u. H. Ris, J. gen. Physiol. 34, 439 [1951]. 
2 K. Felix, H. Fischer, A. Krekels u. R. Mohr, diese Z. 287, 224 [1951]. 
3’ W. H. Burrows u. J. P. Quinn, Poultry Sci. 14, 351 [1935]. 
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Abb. 4. Hahnenspermatozoen in 0,2 
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Abb. 2. Hahnenspermatozoen in 0,9-proz. NaCl. Phasenkontrast; Vergr. ca. 1 300-fach. 





Abb. 3. Hahnenspermatozoen in dest. Wasser. Plasmolyse von Mittelstiick und Schwanz. 
Phasenkontrast; Vergr. ca. 1 300-fach. 





-proz. Citronensiiure. Schwanz und Acrosom gelést, Mittel- 
stiick aufgelockert. Phasenkontrast; Vergr. ca. 1 300-fach. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. Band 293, 8. 176a. 
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Abb. 5. Hahnenspermatozoen-Zellkerne; mit 0,2-proz. Citronensaure isoliert. 
Phasenkontrast; Vergr. ca. 1 300-fach. 





Abb. 6. Hahnenspermatozoen in 10-proz. NaCl. Kern beginnt zu quellen. 
Phasenkontrast; Vergr. ca. 1 300-fach. 





Abb. 7. Hahnenspermatozoen in 10-proz. NaCl. Kern stark gequollen 


, in einem Falle geplatzt. 
Phasenkontrast; Vergr. ca. 1 300-fach, 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie, Band 293, 8S. 176 b. 
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Mirsky gibt an, daB sich die Zellkerne durch Behandeln mit 
0,2-proz. Citronenséure gut isolieren lassen. Wir kénnen dies nur zum 
Teil bestiitigen. Wohl lésen sich dabei Acrosom und Schwanz des Sper- 
matozoons auf, dochfinden sich neben scharfkonturierten Kernen immer 
noch solehe, von denen Schwanz und Mittelstiick nicht voéllig entfernt 
worden sind. Nur durch sehr langes und wiederholtes Behandeln mit 
Citronensaiure lassen sich weitgehend reine Kernpriparate erhalten 
(Abb, 4 und 5). 


In so gewonnenem Material fanden sich 16% Stickstoff, 3° Phosphor 
und 14% Arginin. Mit Farbreaktionen wurde 30% Desoxyribonuclein- 
siure und 0,9% Ribonucleinsiure festgestellt. Dies stimmt mit dem 
Phosphorgehalt gut tiberein und zeigt, daB der gesamte Phosphor in den 
Nucleinsauren vorliegt. Papierchromatogramme von Kernhydrolysaten 
zeigten in der Hauptsache die Aminosiuren, die im Gallin vorkommen;- 
daneben jedoch auch einige Flecke von solchen, die im Gallin fehlen, 
z. B. Asparaginsdure und Tyrosin. Auch Tryptophan und schwefelhal- 
tiges Material sind in Kernpraparaten mit Voisenet- bzw. Schwefelblei- 
probe nachweisbar. Wir sind der Ansicht, da unsere Kernanalysen noch 
nicht erlauben, auf die urspriingliche Kernzusammensetzung riick- 
zuschlieBen, denn einmal waren die Priparate nicht véllig cytoplasma- 
frei, zum andern war zweifellos durch die langdauernde Citronensiure- 
behandlung ein Teil des basischen KerneiweiBes extrahiert worden. 


Es ist jedoch méglich, auf andere Weise Einblick in den Kernaufbau 
zu erhalten. Versetzt man Spermatozoen mit 5—10-proz. Kochsalzlosung, 
so quellen die Zellkerne und gehen schlieBlich vollstiindig in~Lésung 
(Abb. 6 und 7). Im Kern selbst werden dabei keine Strukturen, die man 
als Chromosome oder: Residualchromosome ansehen kénnte, sichtbar, 
Vollig ungelést bleiben die Nichtkernstrukturen (Acrosom, Mittelstiick 
und Schwanz) und kénnen durch wiederholtes Filtrieren durch Seitz- 
Klarfilter von der Kernlésung abgetrennt werden. Diese Filtration nahm 
lange Zeit in Anspruch und es fiel dabei auf, daB die Viskositat der 
Lésung staéndig abnahm. Wahrend eine Probe der gallertigen Ausgangs- 
lésung beim Eintropfen in destilliertes Wasser noch als typische Nucleo- 
protaminfagser ausfiel, war dies nach wiederholtem Filtrieren nicht mehr 
der Fall. Desoxyribose und Phosphor im Filtrat waren dialysierbar ; ein 
Zeichen, daB die hochpolymere Desoxyribonucleinsiure zumindest zum 
Teil abgebaut worden war. Wir hatten ahnliches schon friiher bei-der 
Aufarbeitung von Forellensperma beobachtet, und zwar immer dann, 
wenn die Kern- bzw. Nucleoprotaminlésungen mit cytoplasmatischem 
Material verunreinigt waren. Damals konnten wir zeigen, da8 siimtliche 
Phosphatasen in der Cytoplasmafraktion enthalten sind und in den 
Kernen fehlen. Es liegt daher nahe anzunehmen, daB auch im Falle der 
Hahnenspermatozoen Fermente, die in den Mittelstiicken und Schwanzen 
vorhanden sind, fiir den Abbau der Desoxyribonucleinséure verant- 
wortlich zu machen sind, 
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Das wasserklare Filtrat haben wir mit dem mehrfachen Volumen 
Athanol versetzt. Gallin, zunichst noch verunreinigt mit Nucleinsaure, 
fiel aus. Letztere lieB sich durch Ansiuern des in Wasser wiedergelésten 
Pracipitates fast vollstaindig entfernen. Das aus dem gefrorenen Zustand 
als Hydrochlorid getrocknete Gallin enthielt 25,6°% Stickstoff und 70% 
Arginin. Der Phosphorgehalt lag unter 0,2%. Die Millon-, Voisenct- 
und Pauly-Reaktion waren negativ. 

Die Analysenergebnisse stimmen mit denen typischer Mono. 
protamine wie Clupein, Salmin oder Iridin gut tiberein. Dies geht aus 
Tab. 1 hervor, in der wir unsere Gallinwerte mit denen von Clupein-HCl 
vergleichen. Die Gegeniiberstellung der Analysendaten Mirskys laBt 
dagegen erkennen, daB sein Gallinpraparat bedeutend weniger Stick- 
stoff (der Chlorgehalt von Clupein-Hydrochlorid betragt 17,53%) und 
Arginin enthalt. 


Tab. 1. Vergleich der Analysenergebnisse. 














Gallin .Gallin- Clupein- 
(Mirsky) HCl HCl 
a ee eee ee 24,4% 25,6% 24,8% 
PSN 5 ones enemys) o.oo 0s oe 57,9% 70,0% 68,4% 
Arginin-N vom Gesamt-N...... 76,3% 88,0% 89,0% 
Ubriger Aminosauren-N vom Gesamt-N 23,7% 12,0% 11,0% 


Ein weiterer wesentlicher Unterschied besteht in dem viel héheren 
Stickstoffanteil, den die iibrigen Aminosiuren (vorwiegend Monoamino- 
siuren) einnehmen. Er ist fast doppelt so hoch, wie die Monoaminosaure- 
N-Fraktion von Gallin-HCl und Clupein-HCl. Die Erklarung ist einfach, 
wenn man annimmt, daB das Praiparat Mirskys noch andersartiges 
Eiwei8 enthielt. In der Tat unterscheiden sich die Monoaminosduren 
hinsichtlich ihrer Anzahl und ihres molekularen Verhaltnisses unter- 
einander erheblich: 


Tab. 2. Molekulares Verhaltnis der Aminosiuren (auBer Arginin). 








Gallin Galjlin- Clupein- 
(Mirsky) HCl HC! 

EON CR lar ieee are 10 1 _ 
PRIA ga Ge As Rit lata pores ain 14 5 6 
POMMESRAR = Be hs ag Sens te ate ee x: hs : 4 5 4 
RNA tis) oA a Bee eel eos 3 2 2 
Le eee a ee ee ee 2 3 4 
ROPER ce) et, pe Ge ae ae SES a 5 5 
REN INNRRIA is eee ig nk c> Less I 1 1 
Asparaginsiure. .....-.-.- J _ ~ 

Glutaminsfure ........... 2 i] -- 
BURMMMRESS. Beis oper tea Sel et ae °4 — — 
LUT RRA Sone eee ees Pee eevee te 6 _ = 











Fir Tab. 2 wurde Leucin bzw. Isoleucin als gemeinsame Bezugs- 
einheit gewahlt. Die Werte Mirskys wurden aus dessen Analysendaten 
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errechnet, die Verhaltniszahlen fiir Gallin-HCl aus zweidimensionalen 
Papierchromatogrammen ermittelt, und die von Clupein-HCl einer frii- 
heren Arbeit entnommen‘. 

Beachtenswert erscheint uns der hohe Glykokoll- und Seringehalt 
des Mirskyschen Gallins. Es enthalt ferner Asparaginsiure, Histidin 
und Tyrosin, die in unserem Praparat fehlen. Den hohen Tyrosingehalt 
méchten wir als Beweis dafiir ansehen, daB sein Praiparat noch Cyto- 
plasmaeiweiB enthielt, denn Tyrosin ist in Protaminen bisher noch 
nicht aufgefunden worden. Mirsky spricht daher auch vom Gallin als 
einer protaminahnlichen Substanz. Unsere Untersuchungen dagegen 
ordnen Gallin zwanglos den Mono-Protaminen zu, jener einfachsten 
Gruppe von Protaminen, die als einzige basische Aminoséure Arginin 
enthalt und bisher nur aus dem Sperma von Knochenfischen (Teleostier) 
isoliert wurde. 

Zum Schlu8 méchten wir auf die eingangs gestellte Frage zuriick- 
kommen, ob Spermatozoenzellkerne von Végeln nach einem ahnlichen 
Prinzip aufgebaut sind wie die von Fischen. Die Frage kann auf Grund 
unserer Ergebnisse nicht eindeutig beantwortet werden. Wir konnten 
jedoch zeigen, daB sich einmal ein typisches Protamin in Vogelsperma- 
tozoenkernen befindet und weiterhin, daB diese Zellkerne fast aus- 
schlieBlich Desoxyribonucleinsaure enthalten. Gemeinsam ist Fisch- und 
Vogel-Spermatozoenzellkernen ferner, daB sie in 10-proz. Kochsalzlosung 
quellen und sich vollstandig lésen, was z. B. Sdéugetier-Spermatozoen- 
kerne nicht tun. Die Folgerung liegt daher nahe, daB Hahnenzellkerne 
ebenso wie die friiher untersuchten Forellenzellkerne zumindest zum 
groBten Teil aus Nucleoprotamin bestehen. Dem Prinzip der Verein- 
fachung komplizierter somatischer KerneiweiBe zum verhaltnismaBig 
einfachen Nucleoprotamin im genetischen Zellkern kommt demnach eine 
groBere Bedeutung zu, als bisher angenommen wurde, und es erscheint 
lohnend, die Vorgiange, die im Verlaufe der Spermatogenese diese Um- 
wandlung herbeifiihren, naher zu untersuchen. 


Beschreibung der Versuche 
I. Spermagewinnung 


Durch freundliches Entgegenkommen von Herrn Dr. Lotichius, dem Pra- 
sidenten des hessischen Siedlungsférderungsvereins, wurden uns einige Zuchthahne 
(im Siedlungslehrhof Oberursel) zur Verfiigung gestellt. Diese wurden von den 
Hennen getrennt gehalten und erhielten tocopherol-reiches Kraftfutter. Taglich 
wurde Sperma nach der Stimulationsmethode von Burrows und Quinn® ge- 
wonnen. Nur solches Sperma, das nicht mit Kot verunreinigt war, wurde ge- 
sammelt und mit einer Mischung aus 3 Tln. Glycerin und 7 Tin. 0,9-proz. NaCl- 
Lésung versetzt. Vorversuche hatten gezeigt, daB sich in dieser Mischung Sperma- 
tozoen morphologisch unveréndert aufbewahren lassen, ohne da sich die immer 
vorhandenen C‘olibakterien vermehren. Das im Laufe mehrerer Wochen gesammelte 
Sperma wurde bis zur Aufarbeitung im Kiihlraum bzw. in der Tiefkiihltruhe 
aufbewahrt. 


- 4K, Felix, H. Fischer, A. Krekels u. H.M. Rauen, diese Z. 286, 67 
(1950). 
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Il. Zellkernisolierung und Analyse 

Zur Zellkernisolierung wurden einige ccm Spermasuspension zunachst mehr- 
fach durch ein feines Nesseltuch koliert. AnschlieSend wurde auf der Zentrifuge 
wiederholt erst mit 0,9-proz. NaCl-Lésung, dann mit 0,2-proz. Citronensiure ge- 
waschen. Vor jedem Abzentrifugieren wurde kraftig geschiittelt und geriihrt. 
Samtliche Operationen fanden unter Eiskiihlung statt. Nach 5-maliger Citronen- 
siurebehandlung bestand das Sediment aus fast reinen Zellkernen, die mit Aceton 
und Ather getrocknet wurden. Ausheute: 50 mg. 

Zur Bestimmung von Stickstoff, Phosphor und Arginin wurden 11,6 mg des 
iiber P,O; im Vakuum getrockneten Materials in einer zugeschmolzenen Ampulle 
mit 20-proz. Salzsiure bei 110° C 36 Stdn. hydrolysiert. Das leicht gelbliche Hydro- 
lysat wurde von etwas Huminsubstanz abfiltriert und im MeBkélbchen auf 50 cui® 
aufgefiillt. Aliquote dieser Lésung wurden analysiert: 


N: Mikro-Kjeldahl 





MEME is aotetss 6 S415. aes Se 1,16 mg 1,16 mg 
verur.2/100-H,SO, .........-. 1,31 cm? 1,34 cm* 
RMN Re rt re as oe eis es ei 1,834 mg 1,876 mg 

15,81 % 16,17 % 

Mittel: 15,9990 N 
P: Allen? ; 

DEIOME oe leta tc Soe See avs cosh G 1,16 mg 1,16 mg 
Rvs = i eieth Nat's os) sil! a! Gets 0,036 mg 0,035 mg 





Mittel: 3,06% P 


Arginin (Modifikation der Sakaguchi-Reaktion nach Macpherson'):. Die 
Methode erfordert genauestes Arbeiten mit der Stoppuhr. Um reproduzier- 
bare Werte zu erhalten, wurden immer im gleichen Ansatz Argininlésungen 
und ein Hydrolysat von Nucleosalmin mit bekanntem Arginingehalt mit- 
bestimmt. Abgelesen wurde mit dem Photometer ,,Eppendorf* Filter 546, 
Schichtdicke 1 em. Die Eichkurve wurde mit folgender Tabelle festgelegt: 


y 1 *10 25 50 100 150 
E | 0,019 06,046 0,089 0,176 0,263 





Kontrollbestimmung eines Nucleosalmin-Hydrolysates bekannter Arginin- 


konzentration: 
berechnet. Arginingehalt ..... . 141 y 141 y 
RORSRIPUARIMR 5 5) se ais me esis Ss 0,250 0,240 
Pet manpinin 82.8 Oed SR 142 y 137 y 





Mittel: 139,5 y A; zinin 


Bestimmung in 3-em*® Zellkernhydrolysat, entspr. 696 y Zellkernen: 





iegeeaaO ; ss S38 ses 8 8 0,179 0,174 

Donmteitits - 55 6 5 6s a ahs fe 102 S 99 Y 
Mittel: 100 y Arginin 

66 6 oe oe ee 14,4% Arginin 


Desoxy-ribonucleinséure: 2—10 mg Trockensubstanz wurden nach Schnei- 
der’ mit 5,0 cm? 5-proz. Trichloressigsiure 20 Min. im kochenden Wasserbad 
extrahiert und nach ‘Abkiihlen und Zentrifugieren 2,0 cm* des klaren Uber- 
standes ftir die Bestimmung verwendet. Die Eichkurve wurde mit eiweib- 
freier DNS aus Heringssperma (N: 14,92%; P: 8,78°%)? aufgestellt (siehe die 





5 H.T. Macpherson, Biochem. J. 36, 59 [1942]. 
6 Z. Dische,' Mikrochemie 8, 4 [1930]. 
* W.C. Schneider, J. biol. Chemistry 161, 293 [1945]. 
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153) 

folgende Tabelle). Ablesung mit Photometer ,,Eppendorf“ Filter 578, Schicht- 
shi. dicke 1 cm. 
* ge y | 50 100 300 500 
ge- E | 0,032 0,063 0,193 0,312 
ws WN or ek ss 2,63 mg 7,21 mg 
tom hic a 0,202 0,559 

ONOMNIN GS) cr Oe Ros xy eee : 0,788 mg 2,180 mg 

deg 29,9 % 30,2 % 
ille Mittel: 30,05% DNS 
a Ribonucleinsdure®®: 10 mg Zellkerne wurden eingesetzt. Die Extinktion der 


Farbreaktion nach Hahn und Euler fiel praktisch mit der des Leerwertes 
zusammen. 

Mit der weitaus empfindlicheren Orcinreaktion nach Mejbaum werden 
Werte von 8,1% fiir RNS erhalten. Diese Werte sind zu korrigieren, da DNS 
3 gleichfalls, wenn auch schwiacher als RNS, mit Orcin reagiert’. Nach Kor- 
rektur ergibt sich der RNS-Gehalt von Zellkernen mit 0,9%. 


Weitere Farbreaktionen und Papierchromatographie: 
Tryptophan: positiv (Voisenet) 
Tyrosin: . positiv (Millon) 
Cystin, Methionin: _positiv (Schwefelbleireaktion) 
Zur Papierchromatographie wurden Hydrolysatmengen, die 50, 100 und 
150 y Zellkernen entsprechen, zweidimensional auf Whatman-Nr. 1-Papier 
chromatographiert und mit Ninhydrin wie iiblich bespriiht. Als Lésungsmittel 
: dienten: In der ersten Trennrichtung: Butanol-Eisessig- Wasser; in der zweiten 
mn Trennrichtung: Phenol/NHj. 
Ergebnis: siehe allgemeiner Teil. 


6, IIT. Darstellung und}jAnalyse von Gallin 


te 50 cm’ Spern.iensuspension in Glycerin-Kochsalzlésung, entspr. einer Menge 
von etwa 5 cm* Sperma, wurden auf der Zentrifuge mit 0,9-proz. NaCl ge- 
waschen und in 20 em* 10-proz. NaCl-Lésung turbiniert. Nach 24-stdg. Stehen- 
lassen im Kiihlraum war die Lésung deutlich viskés und lie8 mikroskopisch 
lediglich Spermatozoenschwinze, Acrosome und kleinste ungeléste Partikel 
erkennen. Kerne waren nicht mehr nachzuweisen. Bei einem Versuch, die 
ungelésten Partikel durch hochteuriges Zentrifugieren abzutrennen, setzte 
sich auch die viskése Masse ab. Es wurde daher erneut suspendiert, mit 
weiteren 80 cm® 10-proz. NaCl verdiinnt, und mehrfach durch Seitz-Filter 
gesaugt. Mikroskopisch waren im Filtrat keine Partikel mehr zu erkennen. 
Beim EingieBen dieses Filtrates in dest. Wasser fiel kein Niederschlag aus, 
obwohl Vorproben des filtrierten unverdiinnten Materials faserig ausgeflockt 
waren. Das Filtrat wurde daher mit 200 cm’ Athanol versetzt und im Kihl- 
raum aufbewahrt. Nach 8—10 Tagen hatte sich ein feinflockiger weiBer 
Niederschlag abgesetzt, der abzentrifugiert und mit Athanol und Ather salz- 
frei gewaschen wurde. Um kleine Spuren mitgefallter Nucleinsiure zu ent- 
fernen, wurde er nochmals in 5 cm® dest. Wasser gelést und 1 Tropfen konz. 
Salzsiure zugesetzt. Die ausfallende Nucleinsiure verursachte eine geringe 
Triibung, die sich leicht abzentrifugieren lie8. Der wasserklare Uberstand 
r wurde aus dem gefrorenen Zustand getrocknet. Ausb.: 40 mg. 
. Analysen des bei 70°C im Hochvakuum iiber P,O,; getrockneten Gallinhydro- 
> chlorids: 

8 L. Hahn u. H. v. Euler, Ark. Kem. Mineralog. Geol., Ser. A 22, 1 [1946]. 

® W. Mejbaum, diese Z. 258, 117 [1939]. 
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9,5 mg wurden eingewogen und in zugeschmolzener Ampulle mit 20-proz. 

Salzsaure 36 Stdn. bei 110° C hydrolysiert. Das wasserklare Hydrolysat wurde 

auf 50 cm® aufgefiillt und Aliquote dieser Lésung fiir die nachfolgenden ke- 
, stimmungen eingesetzt: 








N: 
WONEOIRE ss 2 ws 0,950 mg 0.950 mg 
verbr. n/100-H,SO, nae 1,76 cm? 1,72 cm*® 
BEEN: Gres e oe. . 0,246 mg 0,241 mg 
25.90 % 25,37 % 
Mittel: 25.64% N 
ee 
SLC EID ROE ie ee Sate an 1.900 mg 1,900 mg 
erties ee ere) Meo UL eee. 8) oe: sig 0,003 mg 0,003 mg 
0,16 % 0,16 % 
Mittel: 0,16% P 
Arginin: 
CLL 2s 1 Sa aS en 0,190 mg 0,190 mg 
ec 0,240 0,229 
pe mnmm. ... . .. eS 0,136 mg 0,130 mg 


71,6 % 68,4 % 
Mitfel: -70,0% Arginin 


Farbreaktionen und Papierchromatographie: 
Tryptophan: negativ _ (Voisenet) 
Tyrosin: negativ (Millon) 
Histidin: negativ (Pauly) 





Zur Papierchromatographie wurden Hydrolysatmengen, die 50, 100 und 
150 y Gallin-Hydrochlorid entsprachen, zweidimensional getrennt. Die nach 
Bespriihen mit 0,2-proz. butanolischer Ninhydrinlésung auftretenden Amino- 
siureflecke wurden wie friiher beschrieben identifiziert und mit Hilfe von 
Testaminosauregemischen verschiedener Zusammensetzung aus Farbfleck- 
intensitét und GréBe das molekulare Verhaltnis der Aminosauren erschlossen. 
Ergebnisse: siehe allgemeiner Teil. 


Zum Schlu8 méchten wir den Herren K. Maulwurf und H. Schliter vom 
Siedlungslehrhof Oberursel fiir ihr Interesse und ihre bereitwillige Hilfe dankei. 


Zusammerlifassung 


Aus Spermatozoen von Hahnen (Gallus domesticus) wurden die Zell- 
kerne isoliert und analysiert. Sie enthalten fast ausschlieBlich Nuclein- 
siure vom Desoxytyp und als Protein iiberwiegend Gallin. 

Bei Gallin handelt es sich um ein typisches Monoprotamin; seine 
Analysendaten und Aminosdéurezusammensetzung werden gegeben. 

Aus dem analogen Verhalten von Vogel- und Fischspermatozoen- 
kernen wird geschlossen, da beide nach einem ahnlichen Prinzip auf- 
gebaut sind. 
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Synthetische Lipo-Proteide und ihre Kohlenhydratverbindungen 


Von 
Fritz Micheel und Egon Dinkloh 


Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitit Miinster (Westf.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Mai 1953) 


Lipoproteide sind in der Natur ubiquitar verbreitet und bestehen 
aus Verbindungen von hoheren Fettsaiuren oder deren Derivaten bzw. 
anderen Lipoiden mit Proteinen’. Reichlich sind in ihnen ungesattigte 
Fettsiuren vertreten. Den Lipoproteiden aus Tuberkelbazillen, die 
verzweigte Fettsiureketten enthalten, kommt offenbar eine besondere 
biologische Bedeutung zu. Die Bindung zwischen Lipoid und Protein 
kann grundsiatzlich drei Méglichkeiten umfassen: 


1. Salzartige Bindung (polare Valenz), 
2. Kovalenz, 
3. Molekilverbindung. 


Bei den natiirlichen Lipoiden liegt in den allermeisten Fallen eine 
Bindung nach 1 oder 3 zwischen den Komponenten vor, soweit dies 
die bisherigen Befunde zeigen. Eine eingehende Diskussion der Ver- 
haltnisse gibt E. Chargaff}. 

Es schien uns vom chemischen, kolloidchemischen und biochemi- 
schen Standpunkte aus von Interesse, Verbindungen zu synthetisieren, 
in denen Olsdurereste in kovalenter Bindung an Proteine gebunden 
sind?. Parallel dazu wurden ferner Verbindungen dargestellt, in denen 
sowohl Oleyl-Reste als auch Polysaccharid-Reste (Arabinsaurereste) 
an Proteine kovalent gebunden sind. Als Proteinkomponente der 
Verbindungen dienten Gelatine, Serumalbumin (Pferd) und Zein. Die 
Oleylierung lieB sich ohne Schwierigkeiten in einer waBrig-alkalischen 
Lésung (px 9) mit Oleyl-chlorid durchfiihren. Wegen der Unloslichkeit 
des Zeins in Wasser muBte in diesem Falle mit 80-proz. Athanol ge- 
arbeitet werden. Besondere Sorgfalt muBte darauf verwendet werden, 
salzartig oder adsorptiv gebundene Olsaure aus den Reaktionsprodukten 
zu entfernen. Dazu geniigt eine Extraktion des Oleyl-proteins oder 
seiner Lésung mit Olsdure lésenden Solvenzien nicht. Zum Ziele fiihrte 
eine abwechselnde Dialyse in Alkohol (py 4) und in dest. Wasser. AuBer 


1 Advances Protein-Chem. I, S. 1—24 [1944]. 

2 Unsere Arbeiten, soweit sie hier verdffentlicht werden, wurden im September 
1952 abgeschlossen (Dissertation E. Dinkloh, Universitat Minster); eine jetzt* zu 
unserer Kenntnis gelangte Arbeit von A. 8S. Jones, M. A. G. Kaye u. M. Stacey 
(J. chem. Soc. [London] 1952, 5016), die sich mit ahnlichen Synthesen (Ver- 
bindungen gesattigter héherer Fettsiuren mit Proteinen) beschaftigt, veranlaBt 
uns zur Veréffentlichung der bisherigen Ergebnisse. 

* Unsere Verodffentlichung ging zunichst bei der Redaktion der ,,Chemi- 
schen Berichte“ am 9. 3. 53 ein, wurde jedoch wegen ihres vorwiegend bio- 
chemischen Inhaltes nicht aufgenommen. 
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den so gewonnenen Oleyl-Derivaten der genannten Proteine wurden 
auch die Olsiureverbindungen der Arabicyl-Derivate® der Gelatine 
und des Serumalbumins synthetisiert und analog gereinigt (siehe Ver- 
suchsteil). In ihnen sind die Olsdiurereste an die Proteinreste, nicht 
an die Polysaccharidreste der Verbindungen gebunden. Arabinsiure 
wird unter den von uns angewandten Bedingungen nicht oleyliert. Bei 
allen diesen Stoffen handelt es sich um Verbindungen, in denen die 
Bausteine durch kovalente Bindungen miteinander verkniipft sind. 
Durch geeignete Wahl der Reaktionsbedingungen karn die Zusammen- 
setzung sowohl der Oleyl-proteine wie auch der Oleyl-arabicyl-proteine 
innerhalb weiter Grenzen variiert werden. In den Tab. 1 und 2 geben 
wir eine Ubersicht iiber die Zusammensetzung einiger von uns dar- 
gestellter Verbindungen. 























Tab. 1. 

Oleyl-Reste (%) | Oleyl-Reste (%) 
Oleyl-gelatine I 16,2 Oleyl-serumalbumin I (Pferd) 31,2 
Oleyl-gelatine IT 6,0 Oleyl-serumalbumin II 18,5 
Oleyl-zein 23,9 Oleyl-serumalbumin IIT 7,8 

Tab. 2 
2 Kohlenhydrat (%) | Oleyl-Reste (°%) 
Oleyl-arabicyl-gelatine ........ 26,2 | 8,8 
Oleyl-arabicyl-serumalbumin (Pferd) . . 19,5 32,2 


Die Bestimmung des Gehaltes an Olsiureresten erfolgte aus der Kohlenstoff- 
Wasserstoff-Elementaranalyse. Der Gehalt an Protein ergab sich aus dem Stick- 
stoffgehalt. Der Kohlenhydratgehalt wurde nach der Orcinmethode kolorimetrisch 
bestimmt. Die Zuverlaissigkeit der Ermittlung der Zusammensetzung der Ver- 
bindungen folgt daraus, daB sich die so gefundenen Anteile der Komponenten zu 
100% innerhalb der Fehlergrenzen erginzen. Versuche, die Olsiure nach der 
Hydrolyse zu isolieren und auf Grund ihrer Doppelbindung chemisch oder spektro- 
metrisch (U. V.) zu bestimmen, fiihrten zu keinen zuverlissigen Ergebnissen. 

Der Eintritt von Oleyl-Resten fiihrt zu einer starken Erhéhung 
der Léslichkeit der Proteine bzw. der Arabicyl-proteine in waBrigen 
Alkoholen und anderen mit Wasser mischbaren Lésungsmitteln. Dabei 
bleibt im Falle der Gelatine die Léslichkeit in W. weitgehend erhalten. 
Eine Gelatine mit nur 0,6°% Oleyl-Resten ist bereits in 90-proz. Alkohol 
loslich. Der Gehalt an Oleyl-Resten bei hoch-oleylierten Produkten 
zeigt, daB nicht nur basische Stickstoffatome (Lysin, Histidin, Arginin), 
sondern auch alkoholische und phenolische Hydroxylgruppen (Serin, 
Tyrosin) reagiert haben. Kontrollversuche mit Loésungen, die die 
EiweiBstoffe bzw. defen Kohlenhydratverbindungen und Olsiure 
(bzw. Oleat) enthieltey’, beweisen, daB mit unserem Reinigungsverfahren 
alle nicht chemisch q#er nur salzartig gebundene Olsaure entfernt wird. 


~ 8 F. Micheel u. JU. Heuer, Makromolekulare Chem. 8, 217 [1949]. 
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Die synthetisierten Stoffe wurden auf ihr immunologisches Ver- 
halten gepriift. Eine Veréffentlichung dariiber erfolgt an anderer Stelle. 


Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die Unter- 
stiitzung der Arbeiten. 


Beschreibung der Versuche 
Olsaurechlorid 


15 g trocknes feingepulvertes Natriumoleat (hergestellt aus Natronlauge 
und Olsaure, die durch weitere Reinigung einer Olsaure Merck [reinst] gewonnen 
wurde) werden mit 8 g reinem Thionylchlorid (iiber Bienenwachs und Chinolin 
destilliert) auf dem Dampfbade vorsichtig erwairmt, bis die anfanglich heftige 
Schwefeldioxyd-Entwicklung aufgehért hat. Nach dem Abdestillieren des tiber- 
schiissigen Thionylchlorids wird das Oleylchlorid i. Vak. destilliert. Sdp.o,5 9,4 
173—178°. Ausb. 8g (54% d. Th.). 

C,sH,,0Cl (300,9). Cl ber. 11,78, gef. 11,83. 


Oleyl-gelatine 


Man erhalt je nach den Versuchsbedingungen weniger oder starker oleylierte 
Produkte. Beispiel: 2 g Gelatine (Holborn), in 100 ccm W. gelést und mit 8,8 g 
Oleyl-chlorid versetzt, werden zur Bildung einer Emulsion geschiittelt. Unter 
anfanglichem Kiihlen mit Eiswasser wird durch fortlaufende Zugabe von 3-n. 
Natronlauge ein py-Wert von 9 aufrecht erhalten. Nach Verlauf von 3 Tagen 
andert sich dieser nicht mehr. Sodann wird zur Entfernung der Ionen und der 
nicht gebundenen Olsiure im rotierenden Cellophanschlauch zunachst gegen 
Alkohol, dann abwechselnd gegen Alkohol von py 4 und gegen Wasser dialysiert. 
Die Hauptmenge des Umsetzungsproduktes fallt dabei aus. Sie wird in siedendem 
85-proz. Alkohol gelést und die Lésung heiB durch eine Glasfritte gesaugt. Beim 
Erkalten scheidet sich ein Teil der Oleyl-gelatine ab. Nach dem Stehenlassen im 
Kihlschrank wird abzentrifugiert und ausgewaschen: Frakt. I. Aus der Mutter- 
lange erhalt man nach dem Einengen i. Vak. Frakt. IJ. Aus deren Mutterlauge 
wird durch Ausfallen mit Ather eine III. Frakt. erhalten, die aus 85-proz. Alkohol 
umgefallt wird. Alle Fraktionen sind farblos, pulverformig. 

I: 380 mg, C 53,4; Oleylgehalt 16,0%. III: 125 mg, C 50,0; Oleylgehalt 6,0%. 
II: 700 mg, C 53,2; Oleylgehalt 15,5°,. Aminostickstoff (van Slyke) 0,19% (Gela- 
tine 0,51°%). 


Oleyl-zein 


1,45 g Zein werden in 100 ccm 80-proz. Alkohol gelést und mit 2 g Oleyl- 
chlorid versetzt. Der py-Wert wird durch Zugabe einer 3-n. Losung von Natrium- 
hydroxyd in 80-proz. Alkohol auf 9 gehalten. Nach Beendigung der Reaktion 
wird gegen 80-proz. Alkohol (py 4) dialysiert und das Oleyl-zein durch Aus- 


jfallen mit Wasser abgeschieden. Zur Reinigung wird in 80-proz. Alkohol geldst 


und i. Vak. abgedampft. Man erhalt ein farbloses Pulver. 
Gef. C 61,79%, Oleylgehalt 24%. 


Oleyl-serumalbumin 


Der Oleylgehalt der Praparate ist von der Menge des angewandten Olsaure- 
chlorids abhangig. Beispiel: 3,1 g Serum-Albumin (Pferd) werden in 100 ccm W. 
gelést und nach Zugabe von 2,2 g Oleylchlorid emulgiert. Unter anfanglicher 
Kihlung mit Eiswasser und Zugabe von 3-n. Natronlauge wird die Oleylierung 
wie oben durchgefiihrt. AnschlieBend wird im Kihlraum (+3 — 4°) im rotie- 
renden Cellophanschlauch dialysiert, und zwar abwechselnd gegen 80-proz. Alko- 
13 
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hol (pu 4) und Wasser. Die dabei ausfallende Fraktion I wird abzentrifugiert 
und auf der Centrifuge mit Methanol und Ather ausgewaschen. Die waBrige 
Lésung wird i. V. zur Trockne gedampft und aufgearbeitet. 

Fraktion I: 100 mg; C 58,73; Oleylgehalt 31,2%. 

Fraktion II: 2,5g; C451,3; Oleylgehalt 7,8%. 


Arabicyl-oleyl-gelatine 

773 mg Arabicyl-gelatine*® mit einem Kohlenhydratgehalt von 28,2% 
werden in 30ccem W. geldst, 3,8 g Oleylchlorid hinzugegeben und emulgiert, 
Die Oleylierung, Aufarbeitung und Dialyse (bei +3 — 4° im Kiihlraum) werden, 
wie oben beschrieben, durchgefiihrt. Der Dialyseninnenraum wird i. Vak. bei 
Zugabe von etwas Natriumhydrogencarbonat eingedampft und der Riickstand 
in siedendem 80-proz. Alkohol gelést. Nach Absaugen durch eine Glasfritte wird 
langsam auf —24° abgekiihlt und so ein farbloses Pulver erhalten, das abzentri- 
fugiert und mit Methanol/Ather ausgewaschen wird. Ausb. 540 mg. 


Gef. C 50,26 (Riickstand 4,84); N 12,38; Kohlenhydrat* 26,2. 

Die Substanz enthialt 65,39, EiweiB, 26,2°% Kohlenhydrat und 8,8% Oley)- 
Reste. Die zur Oleylierung verwandte Arabicyl-gelatine enthielt: C 47,25 (Riick- 
stand 3,16); N 13,45; Kohlenhydrat* 28,2. 


Arabicyl-oleyl-serumalbumin 


Zu einer Lésung von 1,21 g Arabicyl-serumalbumin® (Pferd) in 40 ccm 
Wasser werden 2,11 g Oleylchlorid gegeben und eine Emulsion hergestellt. Die 
Oleylierung und Aufarbeitung erfolgen wie beim vorigen Versuch beschrieben. 
Ausb. 1,75 g- 


Gef. C 60,44 (Riickstand 5,32); N 7,87; Kohlenhydrat* 19,5. 


Die Substanz enthalt 45,7% EiweiB, 19,59 Kohlenhydrat und 32,2% Oleyl- 
Reste. Das zur Oleylierung verwandte Arabicyl-serumalbumin enthielt: 50,48% C 
(Riickstand 5,0); 11,21 N; 29,9% Kohlenhydrat*. 


Zusammenfassung 


Es werden OlJsaurederivate der Gelatine, des Pferdeserum-Al.- 
bumins und des Zeins synthetisiert. Ferner werden folgende O'saure- 
derivate von synthetischen Kohlenhydrat-EiweiBverbindungen dar- 
gestellt: Oleyl-arabicyl-gelatine und Oleyl-arabicyl-serumalbumin 
(Pferd). Die Eigenschaften dieser Stoffe werden beschrieben. 


* Bestimmung nach der Orcinmethode. 
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Synthetische Gluccse-Derivate von Proteinen* 
Von 
Fritz Micheel und Bernd Herold 
Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitit Miinster (Westf.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 238. Mai 1953) 


Wie in einer friiheren Mitteilung mit Schmidt gezeigt wurde?, 
lassen sich durch Umsetzung von d-Glucosyl-l-cyanamid mit ver- 
schiedenen EiweiBstoffen d-Glucose-Derivate von Proteinen gewinnen. 
Das Glucosyl-cyanamid reagiert mit den freien prim. Aminogruppen 
der Proteine, wobei Zucker und Protein durch einen Guanido-Rest, 
also durch eine biologisch mégliche Gruppe miteinander verbunden 
sind. Inzwischen wurde mit Berlenbach und Weichbrodt?® ein 
einfacheres und hinsichtlich der Arbeitsmethodik und der Reinheit 
der erhaltenen Kondensationsprodukte besseres Verfahren gefunden. 
Dies bedient sich der Umsetzung von S-Alkyl-athern des d-Glucosyl- 
isothioharnstoffs mit priméren Aminogruppen. Man erhielt so unter 
Abspaltung von Mercaptanen die N-[Glucosyl-guanyl]-Derivate von 
Aminen und Aminosiuren. Wir haben dies Verfahren auch in die 
Proteinchemie eingefiihrt und auf diesem Wege Glucosyl-guanyl- 
Derivate von EiweiBstoffen erhalten, die identisch mit den nach dem 
Glucosyl-cyanamid-Verfahren erhaltenen sind. Die Reaktionen ver- 
laufen nach folgendem Schema: 


C,H,,0;-NH-C-S:C,H, + H,N-Protein —@jjpg_> CsH110;-NH-C—NH-Protein 
| aoe | 
NH | NH 


Wenn in der analytischen Zusammensetzung gegentiber den friiheren 
Syntheseprodukten eine geringe Abweichung festzustellen ist, so diirfte 
dies daran liegen, daB die jetzt erhaltenen Stoffe aus noch zu erwahnen- 
den Griinden reiner sind*. Zur Verwendung gelangten folgende Proteine : 
Gelatine, die Albumine aus Pferde- und Rinderserum, Globulin aus 
Pferdeserum, Casein (Rind), Edestin (Hanf), Zein (Mais), Insulin und 
Desamino-gelatine. Die Umsetzung erfolgt im waBrigen Milieu bei 
Py 8 (Temperatur 40°); beim Zein muBte, weil dies in Wasser unléslich, 


1 Uber die Resultate dieser Arbeit wurde bereits als Teil zusammenfassender 
Vortrage an den Universitéten Berlin, Freie Universitat (18. 7.52), Humboldt- 
Universitat (24. 10.52), Rostock (20. 10.52), Kiel (30. 1.53) und der Techn. 
Hochschule Hannover (28. 11.52) berichtet. Sie waren in ausfiihrlicher Form 
Gegenstand eines Vortrages beim Carbohydrate Symposium der Universitat 
London (24. 3. 53). 

2 F. Micheel u. K. Schmidt, Makromolekulare Chem. 3, 210 [1949]. 

3 F. Micheel, W. Berlenbach u. K. Weichbrodt, Chem. Ber. 85, 189 
[1952]. 

* Die friiheren Werte wurden iiberdies mit einem seinerzeit nur zur Ver- 
fiigung stehenden Stufenphotometer nach Leitz (Dubosqu) ermittelt, das wesent- 
lich ungenauer arbeitet als die jetzt verwandten Instrumente (siehe unten). 

13* 
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in Alkohol léslich ist, in waBr. Alkohol gearbeitet werden. Bei der 
Reaktion wird Athyl- bzw. Methyl-mercaptan abgespalten, was in 
geringem Mae zur Reduktion von S—S-Bindungen zu SH-Gruppen 
und damit zur Denaturierung fiihren kann. Wie friiher bei der Um- 
setzung von Cystin gezeigt wurde®, ist diese Nebenreaktion beim Athyl- 
derivat auBerst geringfiigig und beim leichter fliichtigen Methyl- 
merkaptan praktisch zu vernachlassigen. Die Reaktionsprodukte lassen 
sich durch Schnelldialyse reinigen; man erhalt so reinere Produkte 
als bei der Darstellung dieser Stoffe nach der Glucosyl-cyanamid- 
Methode, weil bei letzterer wahrscheinlich kleine Mengen hohermole- 
kularer Polymerisationsprodukte aus dem Glucosyl-cyanamid entstehen. 

Die Menge der aufgenommenen Kohlenhydratreste wurde nach der Orcin- 
methode unter Verwendung der elektrophotometrischen Instrumente von Zeiss- 


Pulfrich und Unicam (Cambridge) bestimmt. Die Unicam-Apparatur bewahrte 
sich am besten. 


Glucosyl-guanyl-proteine 























; Kohlenhydrataufnahme (%) 
Protein 7o Lysin ber. auf ef % der 
Lysin Ail berechneten 
eS ea ee 5,9 6,8 3,0 44,3 
a era tee — — — -- 
RI sop: seek 2,3 2,9 1,2 43,0 
Casein (Rind) .... 8,2 9,1 4,7 61,7 
Serumalbumin (Pferd) . 13,2 13,8 5,1 36,9 
Serumalbumin (Rind) . 12,8 13,5 6,8 50,3 
Serumglobulin (Pferd) . 7,9 8,8 3,4 38,5 
OMG: oes. =. 2,5 8,1* 3,1 37,2 
* Berechnet auf die ¢-Aminogruppen der Lysylreste und die freien NH,-Gruppen der 


endstindigen Glycyl- und Phenyl-alanylreste. 


Die aufgenommene Kohlenhydratmenge ist, wie die Tabelle zeigt, 
dem Lysingehalt der betreffenden Proteine parallel. Bei Zimmer- 
temperatur verlauft die Reaktion langsamer als bei 40° und das Maximum 
der Kohlenhydrataufnahme ist bei etwa 3 Tagen (40°) bzw. 7 Tagen 
(Zimmertemperatur) erreicht. Gewdhnlich wurde bei unseren Ver- 
suchen das Gewichtsverhiltnis Eiweif : Glucosyl-iso-thio-harnstoff-S- 
aithylather wie 1:4 genommen. In der Tabelle ist in-der 2. Spalte der 
Lysingehalt der betreffenden Proteine angegeben. In der 3. Spalte 
finden sich die berechneten Kohlenhydratwerte, die sich (unter Beriick- 
sichtigung der durch die eintretenden Reste bedingten Zunahme des 
Mol.-Gewichts) ergeben wiirden, wenn alle e-Aminogruppen der Lysin- 
reste reagiert hiatten. Beim Insulin errechnet sich der Wert aus den 
e-Aminogruppen der Lysinreste und den endstindigen Aminogruppen 
der Glycyl- und Phenyl-alanyl-Reste; es ergeben sich also insgesamt 
18 HN,-Gruppen auf ein Mol.-Gewicht von 36000. Das lysinfreie Zein 
reagierte nicht. Desamino-gelatine hingegen nahm im Gegensatz zur 
Reaktion mit Glucosyl-cyanamid? eine geringe Menge von Kohlen- 
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hydrat auf. Wie friiher gezeigt wurde‘, sind sicher in der immer 
gelblichen Desaminogelatine ieicht reduzierbare Nitrosogruppen ent- 
halten. Diese werden dann offenbar durch entstandenes Mercaptan 
zu primaren Aminogruppen reduziert, die mit dem Glucose-iso-thio- 
harnstoffderivat reagieren kénnen. Die in der 4. Spalte der Tabelle 
angegebene tatsaichliche Kohlenhydrataufnahme zeigt, daB nur etwa 
40—50% (Spalte 5) aller Aminogruppen reagiert haben. Die Erklarung 
dafir diirfte darin liegen, daB der Rest der Aminogruppen durch inner- 
molekulare Salzbildung oder durch Wasserstoffbriicken bei diesem 
Py-Werte blockiert ist. Dafiir spricht der Befund, daB es gelingt, bei 
py 9 die Kohlenhydrataufnahme bei der Gelatine auf 56% der be- 
rechneten zu steigern. 

Erwahnt sei in diesem Zusammenhange, da auch bei der Ein- 
fiihrung von Aminosaure-Resten in Proteine nach der Azidmethode, 
bei der ausschlieBlich freie Aminogruppen reagieren, die maximale 
Aufnahme sich in derselben GréBenordnung bewegt®. 

Es ist noch die Frage aufzuwerfen, ob in den Proteinen auch die 
Histidinreste an ihrer cyclischen NH-Gruppe mit Glucosyl-iso-thio- 
harnstoff-alkylithern zu reagieren vermodgen, da ja das freie Histidin 
ein Bis-Derivat ergibt®. Wir glauben, diese Frage sehr wahrscheinlich 
verneinen zu miissen. Fiir diese Auffassung spricht, daf dann Zein 
und Desamino-gelatine (siehe oben) eine ihrem Histidingehalte ent- 
sprechende Menge an Kohlenhydrat aufnehmen sollten. Auch bei den 
iibrigen EiweiSstoffen ergibt sich keine dem Lysin-Histidingehalt 
parallele Aufnahme. Versuche, die angenommenen Konstitutions- 
formeln der Verbindungen auf unabhingigem Wege durch Bestimmung 
der gebildeten Guanidingruppen nach Sakaguchi zu stiitzen, fihrten 
zu keinem befriedigendem Ergebnis. Obwohl nicht nur das Arginin, 
sondern auch in beiden NH,-Gruppen mono-substituierte Guanidin- 
Derivate der Bestimmung nach Sakaguchi zugiinglich sind, scheint 
der Zuckerrest von entscheidendem Einflu8 auf die Farbreaktion zu 
sein. Weder mit den Glucosyl-guanyl-proteinen noch mit den Glucosyl- 
guanyl-aminosiuren® gelang es bisher, reproduzierbare Bestimmungen 
durchzufiihren. 


Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die Unter- 
stiitzung unserer Arbeiten. 


Beschreibung der Versuche 


Die Darstellung des Glucosyl-iso-thioharnstoff- athylathers erfolgte nach 
der Vorschrift von Micheel und Berlenbach*. 

Die Umsetzung dieses Stoffes mit Proteinen wurde im allgemeinen in folgender 
Art vorgenommen: 

0,25 g Protein werden in 20 cem Wasser gelést. Im Falle des wasserunlés- 
lichen Zeins wird 80-proz. Athanol genommen, bei den Globulinen und Edestin 
verd. Kochsalzlésung. Zu dieser Lésung wird 1g Glucosyl-iso-thioharnstoff- 


4 F. Micheel, E.Istel u. E. Schnacke, Chem. Ber. 82, 131 [1949]. 
5 Unveroffentlicht, F. Micheel u. K. Koéhle. 











190 Weitzel, Fretzdorff, Strecker und Roester, Bd. 293 (1953) 


athylather in 20 com Wasser gegeben, mit »/10-NaOH auf pq 8 gebracht und die 
Lésung 3 Tage im Brutschrank bei 40° aufbewahrt. Insulin wird in Phosphat- 
puffer von py 8 gelést. Im Falle des Zeins wird auch der Glucosyl-iso-thio-harnstoff- 
athylather in 80-proz. Alkohol gelést, in dem alle Komponenten ldslich sind. 
Bei Zimmertemperatur bleibt die Umsetzung in dieser Zeit unvollstandig und ist 
erst bei etwa 7 Tagen beendet. Hingegen ist bei 40° eine langere Reaktionsdauer 
nicht nétig (es wurde bis zu 50 Tagen bei Zimmertemperatur aufbewahrt), weil 
kein weiteres Kohlenhydrat aufgenommen wird. Nunmehr wird im rotierenden 
Cellophanschlauch 2 Tage gegen Leitungswasser und 1 Tag gegen flieBendes dest. 
Wasser dialysiert (beim Insulin mit Riicksicht auf den Phosphatpuffer nur gegen 
destilliertes Wasser). Der Inhalt des Schlauches wird i. Vak. zur Trockne gedampft 
und der Riickstand durch Umfallen aus Wasser mit Alkohol gereinigt. Die Derivate 
des Edestins und Globulins fallen bei der Dialyse unléslich aus, ebenso der gréBte 
Teil des Insulin-Derivates. Bei den Serum-Albuminen von Pferd und Rind fielen 
offenbar infolge geringfiigiger Reduktion der S—S-Gruppen durch Mercaptan 
kleine Mengen Wasserunlosliches aus, die eine Kohlenhydratzunahme von 5,9°% 
(42,7%) (Pferd) und 5,7% (42,39) (Rind) zeigten. Die Glucosebestimmungen 
wurden nach der Orcinmethode unter Beriicksichtigung aller Fehlerquellen® mit 
den Spektralphotometern nach Zeiss-Pulfrich (mit photoelektrischem Vorsatz- 
gerat) und Unicam (Cambridge) durchgefiihrt. Beziiglich der technischen Einzel- 
heiten kann auf die genannte Arbeit verwiesen werden. Die Ergebnisse der 
Messungen finden sich in der Tabelle. 


Zusammenfassung 


Glucose-Proteinverbindungen werden durch Umsetzung von d- 
Glucosyl-S-athyl-iso-thio-harnstoff mit verschiedenen Proteinen ge- 
wonnen. Es reagieren die freien NH,-Gruppen der Proteine und die 
entstandenen Stoffe sind im wesentlichen identisch mit den friiher? 
aus d-Glucosyl-l-cyanamid und Proteinen synthetisierten. Proteine, 
die keine freien priméren Aminogruppen enthalten, reagieren nicht mit 
d-Glucosy1-S-athyl-iso-thio-harnstoff. 


6 F. Micheel u. F. P. vande Kamp, Chem. Ber. 85, 1096 [1952]. 


Zinkgehalt und Glukagoneffekt kristallisierter Insulinpraparate 
Von 
Giinther Weitzel, Anna-Maria Fretzdorff, Franz-Josef Strecker 
und Ursula Roester 


Aus der Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) 
der Max-Planck-Gesellschaft, Géttingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Mai 1953) 


Vor kurzem konnten wir! zeigen, dai Zinksalze einiger alipha- 
tischer Séuren blutzuckersteigernd wirken kénnen, wobei das Aus- 
maB der Wirkung durch den mit dem Zink verbundenen Saurerest stark 
variiert wird. Wahrend z. B. in Dosen von 1 mg Zink/kg i. v. Zinksalze 


1 G, Weitzel, F.-J. Strecker u. U. Roester, diese Z, 202, 286 [1953]. 
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N-freier Sauren den Blutzucker nur in geringem MaBe und nicht regel- 
maBig erhéhen, findet man bei manchen Zink-Aminoséuren-Komplexen 
stiirkere und regelmaBig auftretende Effekte. Dabei ist bemerkenswert, 
daB die wirksamsten unserer Zink-Aminosadure-Komplexe noch in Dosen 
von wenigen y oder auch von Bruchteilen eines y Zn/kg bei intra- 
vendser Zufuhr am Kaninchen initiale Blutzuckersteigerungen auslésen. 
Zinkmengen dieser GréBenordnung fiihrt man auch mit den tiblichen 
Insulindosen (etwa 1 y Zn/2—4 Einheiten) zu, so daB sich die Frage er- 
hebt, ob auch insulingebundenes Zink an blutzuckererhOhenden 
Vorgangen beteiligt sein kann. In Zink-Aminosdure-Komplexen werden 
durch das Metall mehrere Liganden koordinativ verbunden; in ent- 
sprechender Weise ist fiir das komplexe Zirik des Insulins anzunehmen, 
daB es Teile des Molekiils (z. B. Peptidketten) untereinander oder ein- 


. zelne Insulin-Molekiile miteinander verkniipft, oder da aus dem Her- 


stellungsprozeB stammende anorganische oder organische Reste mit 
Hilfe von Zink an Insulin gebunden werden. 

Seit langem ist bekannt, daB zahlreiche kommerzielle Insulin- 
praparate im AnschluB an die Injektion eine kurzdauernde Blutzucker- 
erhohung hervorrufen, bevor die Blutzuckersenkung einsetzt. 1930 
teilten Biirger und Kramer? mit, daB alle erreichbaren Insuline des 
Handels eine primare Hyperglykamie bewirkten, ein Befund, der auch 
von vielen anderen Autoren erhoben wurde®. Der blutzuckersteigernde 
Effekt wird einer dem Insulin anhaftenden, aus dem Pankreas stammen- 
den Substanz zugeschrieben, die als ,,Glukagon‘ (Murlin‘) oder als 
, hyperglykaimisch-glykogenolytischer Faktor“ (= HGF) _bezeichnet 
wird, da die Blutzuckersteigerung offenbar die Folge einer sehr rasch 
einsetzenden Leber-Glykogenolyse ist. Uber den derzeitigen Stand der 
Giukagonforschung berichtete kirzlich Gaede*®. Urspriinglich nahm 
man® an, daB kristallisierte Insuline frei von Glukagon seien; doch 


‘ hat sich inzwischen gezeigt, daB mit wenigen Ausnahmen auch kristalli- 


sierte Praparate initialen Blutzuckeranstieg und Glykogenolyse im 
Leberschnitt hervorrufen7—!!. Unsere vom Zink ausgehenden Unter- 
suchungen beriihren das Glukagonproblem dadurch, da einerseits 





2M. Birger u. H. Kramer, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 
Pharmakol. 156, 1 [1930]. 

8 Siehe hierzu M. Biirger u. W. Brandt, Z. ges. exp. Med. 96, 375 [1935]. 

4 J.R. Murlin, H. D. Clough, C. Gibbs u. A. Stokes, J. biol. Chemistry 
56, 253 [1923]; C. P. Kimballu. J. R. Murlin, J. biol. Chemistry 58, 337 [1923]. 

5 K. Gaede, Z. ges. inn. Med. 7, 364 [1952]. 

6° E. Geiling u. A.deLawder, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 39, 369 
[1930]. 

7 C. de Duve, H. G. Hers u. J. P. Bouckaert, Arch. int. Pharmacodynam. 
Thérap. 72, 45 [1946]. 

8 N.S. Olsen u. J. R. Klein, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 66, 86 [1947]. 

9 E. W. Sutherland u. C.F. Cori, J. biol. Chemistry 172, 737 [1948]. 

10 KE. W. Sutherland u. C.de Duve, J. biol. Chemistry 175, 663 [1948]. 

11 H. F. Weisberg, R.Caren, B. Huddleston u. R. Levine, Amer. J. 
Physiol. 159, 98 [1949]. 
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kristallinisches Insulin komplex gebundenes Zink enthalt und anderscits 
der durch sehr geringe Dosen geeigneter Zink-Aminoséure-Komplexe 
ausgeléste initiale Blutzuckeranstieg dem Bilde der Glukagonkurven sehr 
ahnlich ist. 
Ergebnisse 

Praparate 

Die im folgenden beschriebenen Untersuchungen erstrecken sich 
ausschlieBlich auf kristallisierte Insulinpriparate mit voller blutzucker. 
senkender Wirkung (keine Inaktivierung!). Wir bestimmten den Zink. 
gehalt der Priparate und priiften am Kaninchen, ob im AnschluB an die 
intravenése Injektion zunachst ein initialer Blutzuckeranstieg 
eintrat oder ob die Blutzuckersenkung ohne vorhergehende Erhéhung 
einsetzte. Uber Herkunft, Wirkungsstarke, Zinkgehalt und Blutzucker. 
Verhalten der von uns untersuchten kristallinischen Insuline gibt Tab.1 
Auskunft, in welcher die Insulinpriiparate nach steigendem Zinkgehalt 
geordnet sind. Sie werden fortan, entspr. Tab. 1, mit den Buchstaben 
A—G bezeichnet: 


Tab. 1. Zinkgehalt und Blutzuckerwirkung kristallisierter Insuline* 




















2 Einheiten | Zinkgehalt Initialer Blutzuckeranstieg 
Priperet Merkuntt pro mg in 0/, nach 50 y/kg i. v. 
A Novo** 25 0,46 Nicht vorhanden 
B Internat. 
Standard 22 0,55 Nicht vorhanden 
C Lilly ** 26,5 0,62 Nicht vorhanden 
D Hoechst 23,7 0,79 Geringfiigig, fehlt oft 
E Hoechst 24,4 0,90 Deutlich ausgepragt 
F Lilly *** etwa 24 1,33 Deutlich ausgepragt 
G Wolff 23 1,40 Deutlich ausgepragt 


* Allen Firmen, die uns freundlicherweise Insulin tiberlieBen, sprechen wir’ 


auch an dieser Stelle unseren Dank aus. 

** Glukagonfreie Sonderanfertigung. 

*** Von uns aus amorphem Insulin geringeren Reinheitsgrades (19 E/mg) 
kristallisiert. 


Aus Tab. 1 geht hervor, da zwischen der Hohe des Zinkgehaltes 
dieser kristallisierten Insuline und dem Auftreten des initialen Blutzucker- 
anstiegs eine Beziehung besteht, denn die Praparate A, B und C mit 
0,46—0,62% Zink besitzen keine blutzuckererhdhende Wirkung, bei Pri- 
parat D mit 0,79% Zink beginnt der Effekt sich eben bemerkbar zu 
machen, wahrend die zinkreichen Praparate E, F und G mit 0,90—1,4% 
Zink die initiale Hyperglykimie regelmaBig zeigen. Die beiden von den 
Herstellerfirmen als ,,glukagonfrei* deklarierten Praparate A und C, bei 
denen auch wir keinen initialen Blutzuckeranstieg feststellen konnten, 
befinden sich in der Gruppe geringeren Zinkgehaltes. Tab. 1 weist 
somit fiir die dort zusammengestellten Priparate darauf hin, da3 die 
primare Blutzuckersteigerung erst bei einem Zinkgehalt von rd.’ 0,9% 
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und dariiber ausgepragt hervortritt. Typische Blutzuckerkurven der Pra- 
parate E und G mit deutlichem Glukagoneffekt sowie eine Kurve des 
glukagonfreien Insulins C sind in Abb. 1 dargestellt. Wir wandten uns 
daher der Frage zu, Wie sich zinkreiches kristallisiertes Insulin, welches 
den Glukagoneffekt aufweist, nach Herabsetzung des Zinkgehaltes 
im Blutzuckertest verhalt. 
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Abb. 1. Kristallinisches Insulin, je 50 y/kg iv. an Kaninchen. Praparat E mit 
0,90% Zn, K 313 ; Praparat G mit 1,4°/, Zn, K 130 - - - - - - ; Praparat C 
mit 0,629, Zn, K 266 ...... 


Herabsetzung des Zinkgehaites 

Zur Priifung dieser Frage benutzten wir die Praparate E—G mit 
einem Zinkgehalt von 0,90% an aufwarts und regelmaBigem Glukogon- 
effekt. Auf méglichst schonende Weise sollte deren Zinkgehalt auf das 
Niveau der glukagonfreien Praparate A—C, also auf etwa 0,5%, herab- 
gesetzt werden. Hierbei war methodisch zu kliren, welche zink - 
bindenden Reagenzien am besten geeignet sind und welches die 
ginstigste Form ihrer Einwirkung auf das Insulin ist. 

Modellversuche ergaben, daB das sehr stark zinkaffine Dithizon 
fiir den genannten Zweck zu aggressiv ist, denn es scheint nicht nur 
mit dem insulingebundenen Zink, sondern auch mit dem EiweiBmolekiil 
selbst zu reagieren, so daB die Trennung des Zinkdithizonates nur 
schwierig und unvollstindig gelingt. Anderseits stellten wir fest, dai 
zinkbindende Aminosauren (Glykokoll, Asparaginsiure) gegeniiber dem 
Zink des Insulins nicht geniigend affin sind oder vom Zink-Insulin- 
Komplex festgehalten werden; man erreicht mit ihnen meist nicht das 
gewiinschte Ausma8 der Zinkverarmung. Sehr gut geeignete Verbin- 
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dungen zur Herabsetzung des Zinkgehaltes kristallisierter Insulin fanden 
wir in der Gruppe der stickstoff-freien aliphatischen Oxysiuren; als 
besonders giinstig erwiesen sich solche, die als freie Siuren, als Na- 
triumsalze und als’ Zinksalze leicht wasserlislich sind wie z. B. Apfel- 
siuré und Citronensdure. Methodisch beschritten wir bei der Herab- 
setzung des Zinkgehaltes zwei Wege: Die zinkreichen Insulinpriparate 
wurden in Gegenwart zinkbindender Substanzen entweder umkristalli- 
siert oder in Pufferlosungen suspendiert. 
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Abb. 2. Insulin G, umkristallisiert aus Malat, 0,4°,, Zn. K 344 ; Insulin G, 
unkristallisiert mit Zinkzusatz, 1,694 Zn. K 249 ------. Je 50 y/kg i.v. 


Entzinkung durch Umkristallisieren: Die einmalige Um- 
kristallisation in Anwesenheit von Apfelsiure fiihrte z. B. bei Praparat 
G glatt zur Senkung des Zinkgehaltes von 1,4 auf 0,4°%%. Der Blutzucker- 
test ergab, daB damit zugleich auch der Glukagoneffekt voéllig ver- 
schwunden war. Beim Umkristallisieren desselben Priparates G unter 
Erhaltung seines urspriinglichen hohen Zinkgehaltes blieb dagegen auch 
der Glukagoneffekt erhalten. Abb. 2 bringt hierfiir zwei Beispiele: Die 


eine Blutzuckerkurve (K 344 ) ohne initialen Blutzucker- 
anstieg entspricht dem im Zinkgehalt auf 0,4°% herabgesetzten Pra- 
parat G, die andere Kurve (K 249 — — — —) mit Blutzuckeranstieg 


stammt von dem unter Erhaltung des Zinkgehaltes umkristallisierten 
Praparat G. Eine Blutzuckerkurve des Insulins G vor dem Umkristal- 
lisieren ist oben in Abb. 1 enthalten. 

Ein entsprechendes Verhalten fanden wir bei der Kristallisation 
eines amorphen Insulins (Lilly) geringeren Reinheitsgrades mit 19 E/mg. 
Dieses Insulin brachten wir zur Kristallisation einerseits in Gegenwart 
einer zinkaffinen Substanz (Apfelsiiure), anderseits in Phosphatpuffer 
unter Zinkzusatz und ohne Anwesenheit von Malat. Alle sonstigen Be- 
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dingungen (Insulinkonzentration, py der Lésung, Acetonzusatz) waren 
gleich. Das Ergebnis zeigt Abb. 3: Das aus der Malat-Lésung kristalli- 
sierte Praéparat lost keinen Glukagoneffekt aus; es enthalt 0,50% Zink 
und liegt damit im gleichen Bereich wie die glukagonfreien Praparate 
A—C der Tab. 1 (s. 0.). Das unter Zugabe von Zink kristallisierte 
Priparat enthalt dagegen 1,3°% Zink und zeigt einen sehr deutlichen 
Glukagoneffekt. 
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Abb. 3. Aus amorphem Insulin geringeren Reinheitsgrades kristallisierte Praparate, 
je 50 y/kg i.v. Aus Malat ohne Zinkzusatz kristallisiert, 0,50°/, Zn. K 327 
Aus Phosphat mit Zinkzusatz kristallisiert, 1,3°/, Zn. K 341 - - - - - - : 


Die Ergebnisse unserer Kristallisationsversuche entsprechen somit 
dem aus Tab. 1 abzulesenden Zusammenhang zwischen Zinkgehalt und 
Glukagoneffekt: Mit der Senkung des Zinkgehaltes auf rd. 0,5% geht 
auch die primiére Blutzuckererhéhung verloren, waihrend beim Um- 
kristallisieren aus zinkhaltigen Lésungen ohne Gegenwart eines zink- 
bindenden Stoffs die anfallenden zinkreicheren Kristalle auch weiterhin 
den initialen Blutzuckeranstieg auslésen. Bekanntlich gelingt die Kristal- 
lisation von Insulin relativ leicht, wenn man der Insulinlésung Zink 
zusetzt; ohne Zinkzusatz und bei gleichzeitiger Anwesenheit zinkbin- 
dender Stoffe ist der KristallisationsprozeB schwieriger einzuleiten und 
erfordert lingere Zeit. Zur raschen und méglichst verlustarmen Herab- 
setzung des Zinkgehaltes von Insulin ist daher das Umkristallisieren 
aus zinkfreien Malat- oder Citrat-Lésungen nicht so gut geeignet wie das 
nachstehend beschriebene Suspendierungs- Verfahren. 

Entzinkung durch Suspendieren: Diese Methode entwickelten 
wir als neues und sehr einfaches Verfahren zur Herabsetzung des Zink- 
gehaltes kristallisierter Insulinpriparate: Man suspendiert Insulin bei 
pu 5,4—5,7 in einer Pufferlésung, welche zinkbindende Eigenschaften 
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besitzt, und bringt die Kristalle durch vorsichtiges Schiitteln in guten 
Kontakt mit dem Medium. Die Insulinkristalle losen sich dabei prak. 
tisch nicht oder héchstens zu sehr geringen Anteilen, geben aber Zink 
an die Pufferlésung ab. Durch Abtrennen der Pufferlésung und mehr. 
fache Wiederholung des Prozesses erreicht man eine fraktionierte Her. 
absetzung des Zinkgehaltes. Es zeigt sich dabei, daB unter diesen Be. 
dingungen wie beim Umbkristallisieren die Insulinkristalle nicht véllig 
entzinkt werden, sondern das Metall nur bis zur Erreichung eines Ni- 
veaus von ctwa 0,4—0,55% Zn abgeben, unabhingig von der Hohe des 
urspriinglichen Zinkgehaltes. Wir bezeichnen daher den tiber rd. 0,5%, 
liegenden Zinkanteil des kristallisierten Insulins als locker gebunde. 
nes, den unter rd. 0,5°% liegenden Anteil als fest gebundenes Zink. 

Als zinkbindende Puffer benutzten wir Citrat- und Malat-Lésungen, 
welche bereits bei einmaligem Suspendieren von Insulinkristallen das 
locker gebundene Zink gr6Btenteils oder auch vollig an sich nehmen. Da 
uns die Leichtigkeit auffiel, mit welcher das locker gebundene Zink die 
Insulinkristalle verlaBt, priiften wir auch die Einwirkung nicht direkt 
zinkaffiner, aber ganz zinkfreier Pufferlésungen. Denn es war zu er- 
warten, daB in zinkfreien Medien suspendierte Insulinkristalle allein auf 
Grund des Zink-Gefialles zur umgebenden Lésung ihren locker gebundenen 
Zinkanteil, wenn auch langsamer als in Citrat oder Malat, abgeben wiir- 
den. Diese Annahme bestatigte sich: auch durch Suspendieren in Na- 
triumacetat-Lésungen bei py 5,4 laBt sich den Insulinkristallen das 
locker gebundene Zink entziehen; bei mehrfachem Wechsel der Acetat- 
Lésung kommt man wie bei Citrat- und Malat-Puffer zu Praparaten 
mit rd. 0,5% Zink. 

In allen Fallen gewinnt man auf diese Weise ein im Zinkgehalt 
herabgesetztes Insulin, dessen kristalline Struktur unter dem 
Mikroskop keine Veranderung aufweist. Offenbar wandert wah- 
rend des Suspendierens das locker gebundene Zink aus den intakten 
Kristallen heraus. Wir wandten dieses Verfahrén sehr oft an, weil es 
zweifellos das schonendste ist und sich mit geringsten Insulinverlusten 
ausfiihren laBt. 

Uber den Verlauf einer fraktionierten Herabsetzung des Zink- 
gehaltes von Insulinkristallen, die in verschiedenen Medien suspendiert 
sind, unterrichtet Abb. 4: Je 24 my des Priparates G mit 1,4% Zink- 
gehalt wurden in Citrat-, Malat- und Acetat-Puffer bei py 5,4 suspen- 
diert, in gleicher Weise gelinde geschiittelt, die Pufferlosungen je vier- 
mal erneuert und der Zinkgehalt der einzelnen Pufferfraktionen sowie 
des am Ende erhaltenen Insulins bestimmt. Aus Abb. 4 geht hervor, 
da beim Suspendieren des Insulins in Citrat- und Malat-Loésung jeweils 
die erste Fraktion die Hauptmenge des locker gebundenen Zinks vom 
Insulin ablost, waihrend die folgenden Fraktionen nur noch in geringem 
MaBe Zink entfernen. Im Gegensatz dazu ist im Acetat-Puffer (keine 
ausgepragte Affinitaét zu Zink!) die herausgeléste Zinkmenge gleich- 
maBiger auf simtliche Fraktionen verteilt. Das. am Ende zuriick- 
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bleibende Insulin besitzt in allen drei Fallen fast den gleichen Zinkgehalt 
von rd. 0,5%, d.h. die Ablésung des locker gebundenen Zinks gelingt 
auch mit Acetat-Puffer. 

Der im Vergleich zu den Acetat-Lésungen etwas héhere Gesamt- 
Zinkgehalt der Citrat- und Malatfraktionen kénnte eine starkere Ent- 
zinkang der Insulinkristalle vermuten lassen. Dies ist jedoch nicht der 
Fall, da bei viermaligem Erneuern der Pufferlésung in Citrat- und 
Malat-Puffer etwas mehr Insulin in Losung geht als in Acetat-Puffer. 
Der Entzinkungsablauf JaBt sich leicht an Hand folgender Zinkbilanz 
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Abb. 4. Fraktionierte Herabsetzung des Zinkgehaltes von Insulin G (1,4°% Zn, 
je 24mg) durch Suspendieren in verschiedenen Pufferlésungen bei py 5,4. 
Aus Citratpuffer zuriickgewonnene Insulinkristalle : 0,52% Zink, 
aus Malatpuffer zuriickgewonnene Insulinkristalle : 0,53°/, Zink, 
aus Acetatpuffer zuriickgewonnene Insulinkristalle : 0,55°/, Zink. 


iibersehen, in welcher die in Abb. 4 und im experimentellen Teil ange- 
fihrten Einzelwerte zusammengefaBt sind: Insulin G (1,4°% Zn), je 
24 mg in verschiedenen Pufferlésungen suspendiert : 


Citrat Malat Acetat 


Eingesetzte Zinkmenge, berechnet..... . 3386 y 3386 y 3836 y 
Gesamt-Zinkgehalt der 4 Puffer-Fraktionen, 

WGROMUON Gigs ces sh oe fe est Gs os oe) 8 230,6 y 243,3 y 200,7 y 
Gesamt-Zinkgehalt der zuriickgewonnenen In- 

BUPIMNIREAIIO® 55s ss isige) 6) spe: ws, 92,3 y 111,3 y 118,3 y 
Wiedergefundenes Gesamt-Zink. ...... 322,97 354,67 3819,0y 


Schreibt man den beim Suspendieren in Lésung gegangenen Insulinanteilen 
den gleichen Zinkgehalt wie den zuriickgewonnenen Kristallen zu, so kann man die 
vom Insulin de facto abgeléste Zinkmenge ungefahr quantitativ ermitteln: 

Zink am Gesamt-Insulin (Zuriickgewonnene 

Kristalle + geléstes Insulin) ....... 124,8 y 127,2 y 132,0 y 
Vom eingesetzten Insulin abgeléste Zinkmenge . 198,1 y 227,4 y 187,0 y 
Differenz zwischen eingesetzter und wieder- 


gefundener Gesamt-Zinkmenge ..... . (—) 13,1 y (+) 18,6 y (—) 17,0 y 
Vom eingesetzten Insulin abgeléste Zinkmenge, 
auf Grund obiger Differenz korrigiert . . . . 211,2y 208,8y 204,0y 


Daraus ergibt sich, daB die drei verschiedenartigen Pufferlésungen 
bei viermaliger Anwendung praktisch zum gleichen Resultat fihren, 
wenn auch der zeitliche Ablauf der Entzinkung unterschiedlich ist. 
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Entsprechende Ergebnisse, wie sie hier fiir Insulin G dargestellt sind, 
erhielten wir bei der fraktionierten Zinkherabsetzung von Praparat K, 
genaue Zahlenangaben finden sich im Versuchsteil (s. u.). 

Wie verhalten sich die durch viermaliges Suspendieren in Citrat., 
Malat- oder Acetat-Puffer im Zinkgehalt auf etwa 0,5°% herabgesetzten 
Insulinkristalle im Blutzuckertest ? Die blutzuckersenkende Wirkung 
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Abb. 5. Insulin E, je viermal in verschiedenen Pufferlésungen suspendiert. 
Je 50 y/kg i. v. In Citrat: K 231 —-——, in Malat: K 21] ------ , in Acetat: 
165 0 Eras 


bleibt unverandert erhalten, der initiale Blutzuckeranstieg da- 
gegen ist nicht mehr vorhanden, unabhangig davon, ob man mit 
Citrat-, Malat- oder Acetat-Puffer behandelt. Wir konnten diesen Be- 
fund in zahlreichen Versuchsansitzen immer wieder erheben, einige 
Beispiele finden sich im Versuchsteil (s. u.). In Abb. 5 sind Blutzucker- 
kurven je eines nach Art der Abb. 4 mit Citrat-, mit Malat- und mit 
Acetat-Puffer im Zinkgehalt herabgesetzten Insulins dargestellt. Es 
handelt sich dabei um Insulin E, welches urspriinglich einen regel- 
maBigen und kraftigen Glukagoneffekt aufwei.t (s. Abb. 1). Man er- 
kennt aus Abb. 5, daB mit der Herabsetzung des Zinkgehaltes auf etwa 
0,5% auch der initiale Blutzuckeranstieg véllig verschwunden ist. 

Aus Abb. 4 geht hervor, daBi die Herabsetzung des Zinkgehaltes 
der suspendierten Insulinkristalle je nach Art der angewandten Puffer- 
losung verschieden rasch verlauft. Die erste Citratfraktion z. B. entreiBt 
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den Insulinkristallen betrichtlich mehr Zink als die erste Acetatfrak- 
tion. Um den Zusammenhang zwischen abnehmendem Zinkgehalt 
und Verschwinden des Glukagoneffektes weiter zu sichern, war 
es daher von Interesse, die Blutzuckerwirkung der Insulinkristalle nach 
nur ein- oder zweimaligem Suspendieren in diesen Pufferlésungen zu 
riifen. 
' Insulin G z. B. wurde in iiblicher Weise nur einmal in Citrat- 
puffer suspendiert, wobei entspr. der Abb. 4 bereits eine sehr kraftige 
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Abb. 6. Insulin G, nur einmal in Citratpuffer suspendiert. K 361 - : 
Insulin E, nur einmal in Acetatpuffer suspendiert. K 246 - - - - - - . Je 50 p/kg iv. 


Entzinkung eintrat; der Zinkgehalt sank von 1,4% auf 0,57%. Dabei 
ging nur sehr wenig Insulin in Lésung, von 10 mg erhielt man 9,5 mg 
zuriick. Der Blutzuckertest des zuriickgewonnenen Insulins lieB keinerlei 
Glukagoneffekt mehr erkennen (s. Abb. 6, K 361), d.h. mit der Ent- 
fernung des locker gebundenen Zinks war auch der initiale Blutzucker- 
anstieg verschwunden. 

Im Gegensatz dazu fiihrte die einmalige Einwirkung von Acetat, 
entspr. Abb. 4, nicht zu vdélliger Entfernung des leicht abspaltbaren 
Zinks; der Zinkgehalt (Insulin E) sank nur von 0,90 auf 0,7%. Dem- 
entsprechend zeigte das Priparat im Blutzuckertest den primaren An- 
stieg in verminderter, aber noch deutlicher Form (s. Abb. 6, K 246). Auch 
nach zweimaliger Einwirkung waren noch Reste des Glukagoneffektes 
zu erkennen, nach viermaliger jedoch nicht mehr. In weiteren Versuchen 
dieser Art kam ebenfalls die Parallelitat zwischen sinkendem Zinkgehalt 
und abnehmendem Glukagoneffekt deutlich zum Ausdruck. 


Aufnahme und Abgabe von Zinkverbindungen durch 
kristallisiertes Insulin 
Da bekannt ist, daB beim Kristallisieren von Insulin aus zink- 
haltigen Lésungen je nach den angewandten Bedingungen Phosphat, 
Acetat, Citrat oder andere, in der Mutterlauge vorhandene Verbindungen 
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das Zink bei seiner Aufnahme in den Kristall begleiten und mit in ihn 
eingebaut werden, lag die Vermutung nahe, daB auch bei der Herab- 
setzung des Zinkgehaltes in der eben beschriebenen Weise nicht Zink 
allein, sondern eine oder mehrere Zinkverbindungen den Insulin- 
kristall verlassen. Folgende Modellversuche stiitzen diese Vermutung: 
Wir suspendierten krist. Insulin (Praparat C) bei py 5,7—6,0 in Lésungen 
von Zink-asparagin, Zink-asparaginsaiure und Zink-arginin. Nach 2-stdg. 
gelindem Aufwirbeln wurden die Kristalle abgetrennt und gewaschen. 
Die Zink- und Stickstoff-Analysen der gewonnenen Insulinkristalle er- 
gaben nehen einem Anstieg des Zinkgehaltes eine sehr deutliche Zu- 
nahme des N-Gehaltes der mit Zink-asparagin und Zink-arginin behan- 
delten Kristalle, dagegen bei Zink-asparaginsiiure entsprechend deren 
geringerem N-Gehalt auch ein Absinken des N-Gehaltes der Insulin- 
kristalle. Aus den Analysen (s. Versuchsteil) geht somit hervor, dab 
Zink zusammen mit dem betreffenden, komplex gebundenen Amino- 
sdurerest in die Insulinkristalle aufgenommen wurde. 

Beim Suspendieren dieser Kristalle in zinkbindenden Lésungen, 
z. B. Citratpuffer, fanden wir, daB Zink zusammen mit dem betreffenden 
Aminosaurerest, z. B. als Zink-arginin, den Kristall wieder verlaBt. 
Demnach ergibt sich aus diesen Modellversuchen fiir die vorliegende 
Fragestellung, daB komplexe Zinkverbindungen relativ leicht vom kri- 
stallisierten Insulin gebunden werden, aber mit Hilfe zinkbindender Me- 
dien ebenso leicht wieder eliminiert werden kénnen. 


Blutzuckerwirkung der vom Insulin abgetrennten Puffer- 
losungen 

Wie oben ausgefiihrt wurde, geben die in Citrat. , Malat- oder Acetat- 
puffer suspendierten Kristalle der zinkreichen Insuline E und G einen 
groBen Teil ihres komplex gebundenen Zinks an die Lésung ab, womit 
zugleich der Glukagoneffekt verschwindet. Es war daher zu priifen, ob 
die Fahigkeit zur Auslésung des initialen Blutzuckeranstiegs nun auf 
die Pufferldsung tibergegangen war. Dabei war zu_beriicksichtigen, 
da8 wiahrend des Suspendierens in der Pufferlésung ein geringer Insulin- 
anteil in Lésung geht. Dementsprechend erhielten wir im Blutzuckertest 
der von den suspendierten Insulinkristallen abgetrennten Pufferl6sungen 
Kurven, die einem Insulin mit verstarkter Hyperglykamieent- 
sprechen (s. hierzu Abb. 7). 

Die eine Kurve in Abb. 7 (K 355 ) entstammt der Citrat- 
Lésung, welche von dem in Abb. 6 dargestellten Insulin G abgetrennt 
wurde: man sieht, daB der dort nicht mehr vorhandene Glukagoneffekt 
jetzt (in Abb. 7) auf die Pufferlésung iibergegangen ist. Die andere Kurve 
in Abb. 7 (K 356 ------) wurde mit einer Acetat-Lésung erhalten, 
welche durch viermalige Einwirkung auf Insulin E dieses im Zinkgehalt 
auf 0,48°% herabgesetzt und damit vom Glukagoneffekt befreit hatte. 
Beide Kurven zeigen kraftige primaire Hyperglykamie mit anschlieBen- 
der Insulinwirkung. 
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Weitere Beispiele fiir die Blutzuckerwirkung der von den suspen- 
dierten Insulinkristallen abgetrennten Pufferlésungen sind im Versuchs- 
teil angefiihrt (s. dort auch Tab. 2). Je nach den angewandten Ver- 
suchsbedingungen enthalten diese Pufferlésungen verschiedene Mengen 
an Zink und Insulin. Die Injektion solcher Lésungen fiihrt bei relativ 
groBen Dosen zu priméirem Blutzuckeranstieg mit nachfolgender deut- 
licher Senkung (s. Abb. 7). Verringert man jedoch fertlaufend die inji- 
zierte Dosis, so kommt man, besonders wenn bei geeigneten Versuchs- 
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Abb. 7. Citrat-Lésung, abgetrennt von suspendiertem Insulin G, K 355 
Acetat-Lésung, abgetrennt von suspendiertem Insulin E, K 356 ------ : 
Je 50 y Protein/kg i.v. 


bedingungen nur sehr wenig Insulin in Lésung gegangen ist, zu Blut- 
zuckerkurven, in welchen die Insulinwirkung praktisch nicht mehr zu 
erkennen ist, wohl aber noch der primare Blutzuckeranstieg. Diese 
Kurven erscheinen auBerlich als reine ,,Glukagonkurven“, da der ini- 
tiale Anstieg die Insulinwirkung tiberdeckt bzw. die vorhandene Insulin- 
menge zu einer mefSbaren Blutzuckersenkung nicht mehr ausreicht. 
Zur weiteren Untersuchung war es wiinschenswert, das in den 
abzentrifugierten Pufferldsungen enthaltene Protein als solches in die 
Hand zu bekommen. Wir erreichten -dies durch Druckfiltration der 
Pufferlésungen durch eine eiweiBdichte Membran (siehe Versuchsteil) 
und erhielten auf diese Weise von je 10—40 mg eingesetztem Insulin 
Proteinmengen von rd. 300y bis 1,4mg. Im Blutzuckertest verhielt 
sich dieses Protein ahnlich wie die Pufferlosungen, aus denen es ge- 
wonnen war: Hohere Dosen zeigten kraftige primare Hyperglykimie 
mit. begleitender Insulinwirkung, geringere Dosen lieBen nur noch 
initialen Blutzuckeranstieg erkennen (s. Tab. 3 im Versuchsteil). 
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Bemerkenswert sind die sehr geringen Proteinmengen, die noch 
blutzuckersteigernd wirken; sie liegen unter den Dosen des bisher in der 
Literatur fiir Glukagon angegebenen wirksamsten Priparates?, welches 
mit 20 y/kg i. v. blutzuckererhGhend wirkte. Abb. 8 gibt drei charak- 
teristische Kurven eines unserer Priparate wieder, welches einem vier- 
mal mit Acetat-Puffer behandelten Insulin E entstammt. Die Dosis 
von 25 y/kg i. v. ruft einen Blutzuckeranstieg um etwa 50% des Aus- 
gangswertes hervor; aber auch bei Dosen von 5y und 1 y/kg i. v. ist 
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Abb. 8. Blutzuckerwirkung des Proteins, durch Druckfiltration aus Acetat-Lésung 
gewonnen, welche suspendiertem Insulin E entstammte. 25 y/kgi.v. K 296 ——_-, 
5 y/kgi.v. K 338 - - ---- » 1 Re SV. EK oO <2535- 


der initiale Blutzuckeranstieg deutlich ausgepragt, wahrend Insulin- 
wirkung nicht mehr zu erkennen ist. Trotzdem ist in dem injizierten 
Protein Insulin enthalten, wie aus der Injektion héherer Gaben her- 
vorgeht. Man muB8 also annehmen, dai in diesem Praparat auch bei 
Dosen von wenigen y noch eine gewisse Dampfung des blutzuckerstei- 
gernden Effektes durch das anwesende Insulin erfolgt. 

Alle durch Druckfiltration gewonnenen blutzuckersteigernden Pra- 
parate untersuchten wir auf das Vorhandensein von Zink. Da die verfiig- 
baren Mengen fiir unsere iibliche polarographische Methodik bisher noch 
zu gering waren, benutzten wir die Tiipfelanalyse. Diese ergab, durch 
Kontrollbestimmungen ausreichend gesichert, in allen Fallen die An- 
wesenheit deutlich nachweisbarer Zinkmengen. 

Die Priifung der eiweiBfreien Druck-Filtrate im Blutzuckertest 
erbrachte stets ausgesprochene Leerkurven. 
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Ubertragung des Glukagoneffektes auf HG-freies Insulin 


Wie oben gezeigt wurde, nehmen Insulinkristalle komplexe Zink- 
verbindungen auf und geben sie unter dem Einflu8 zinkbindender Me- 
dien wieder ab. Unsere dort erwahnte Vermutung, da8 “auch bei der 
Herabsetzung des Zinkgehaltes von Insulinkristallen, welche primaren 
Blutzuckeranstieg auslésen, komplexe Zinkverbindungen den In- 
sulinkristall verlassen, konnten wir durch weitere Versuche stiitzen. Es 
muBte moglich sein, auf zinkarme krist. Insuline (etwa 0,5°% Zn), welche 
den Glukagoneffekt nicht aufweisen, durch Erhéhung des Zinkgehaltes 
die Fahigkeit zur Auslésung des initialen Blutzuckeranstiegs zu iiber- 
tragen, wenn man in Gegenwart einer unserer abzentrifugierten Puffer- 
lésungen (s. 0.) unter Zinkzusatz umkristallisierte. Dagegen durfte die 
Umwandlung glukagonfreien Insulins in glukagonwirksames nicht ge- 
lingen, wenn man durch Beigabe zinkbindender Stoffe die Erhohung 
des Zinkgehaltes der Insulinkristalle verhinderte. Die Richtigkeit dieser 
Anschauung bestatigen folgende Versuche: 

Durch dreimaliges Suspendieren in Acetat-Puffer entfernten wir 
von 40 mg Insulin E das leicht abspaltbare Zink, so daB die zuriick- 
bleibenden Kristalle initialen Blutzuckeranstieg nicht mehr hervor- 
riefen. Die abgetrennten und vereinigten Acetat-Lésungen wurden je 
zur Halfte zwei Insulin-Lésungen zugesetzt, die beide je 12 mg des In- 
sulins A (Novo, ,,glukagonfrei‘‘, 0,46% Zn) enthielten. Diese beiden 
Insulinlésungen unterschieden sich dadurch, daB die eine Phosphat- 
puffer und zugesetztes Zink, die andere Malat/Citrat-Puffer ohne Zink- 
zusatz enthielt; die sonstigen Kristallisationsbedingungen waren gleich. 


Wir erhielten aus der Malat/Citrat-Losung Insulinkristalle mit 
0,55% Zink, die im Blutzuckertest ebenso wie das eingesetzte Insulin 
A keinen initialen Anstieg zeigten. Da eine nennenswerte Erhéhung 
des Zinkgehaltes der Insulin-A-Kristalle durch die Anwesenheit von 
Malat/Citrat unterbunden war, kam also auch kein Glukagoneffekt zu- 
stande. Im Gegensatz dazu fielen aus der Phosphat-Lésung (mit Zink- 
Zusatz) Insulinkristalle mit 0,84% Zink an, die deutlichen initialen 
Blutzuckeranstieg auslosten. Hier waren also auf Grund der Zusammen- 
setzung der Mutterlauge zinkreichere Kristalle entstanden, d.h. die 
Aufnahme von locker gebundenem Zink war gleichbedeutend mit dem 
Einwandern von Zink-Verbindungen in die Insulinkristalle. Nach 
der Hohe des Zinkgehaltes und dem Ausma8 des Glukagoneffektes ge- 
horcht das so gewonnene Insulin durchaus der aus Tab. 1 hervorgehen- 
den Beziehung zwischen Zinkgehalt und Glukagoneffekt kristallinischer 
Insulinpraparate. 

In Abb. 9 sind Blutzuckerkurven der beiden Insulinpraéparate dar- 
gestellt: K 231 —_--—— erhielt das im Zinkgehalt heraufgesetzte In- 
sulin A, es zeigt deutlich den primiéren Blutzuckeranstieg. K 284 ------ 
erhielt das in Gegenwart von Malat/Citrat kristallisierte und im Zink- 
gehalt kaum verinderte Insulin A; hier fehlt der Glukagoneffekt. 
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Abb. 9. Insulin A (0,46% Zn), umkristallisiert unter Zusatz von Acetat- 
Suspensionslésung von Insulin E, 1. aus Phosphatpuffer mit Zinkzusatz: K 231 ‘ 
Kristalle jetzt 0,84°/, Zn, 2. aus Malat/Citratpuffer ohne Zinkzusatz: K 284 - - - -, 

Kristalle jetzt 0,55°% Zn. Je 50 y/kg i.v. 


Kohlenhydrat-Proben 


Von Steigerwald und Schiitte!? und von Mohnike und Bo- 
ser!5 wird die Meinung vertreten, Glukagon kénne chemisch mit einem 
Glykoproteid identisch sein. Dann miiBte in unseren Insulinpraparaten 
und deren Pufferlésungen, soweit sie initialen Blutzuckeranstieg be- 
wirken, Kohlenhydrat nachweisbar sein. Dieser Nachweis gelang uns 
mit der Probe nach Molisch in keinem unserer kristallisierten Insulin- 
praparate, wenigstens nicht in den dafiir eingesetzten Insulinmengen 
(je 10—15 mg in 1 cem). Lediglich in einem amorphen Insulin gerin- 
geren Reinheitsgrades und in sehr unreinen Prankreasextrakten war 
die Probe schwach bzw. deutlich positiv. In blutzuckersteigernden ab- 
zentrifugierten Pufferloésungen fiel die Molisch-Probe negativ aus. Nach 
Hydrolyse priiften wir unsere kristallinischen Insuline auf das Vorliegen 
von Glucosamin in der von Elson und Morgan" beschriebenen Form. 
Auch hierbei ergaben sich, wieder fiir 10—15 mg eingesetztes Insulin, 
keine Hinweise auf die Anwesenheit von Glucosamin.in glukagonwirk- 
samen Insulinpraéparaten. Auf Grund der Leer- und Test-Versuche 
hatten wir bei der Molisch-Probe noch 2 y Glucose, bei der Glucosamin- 
probe noch 5 y Glucosamin erkennen miissen. 


Diskussion der Ergebnisse 


Insulingebundenes Zink und initialer Blutzuckeranstieg 


Uber die vorstehend mitgeteilten Befunde an kristallisierten In- 
sulinen berichteten wir neben anderen Versuchsergebnissen kirzlich in 
2 H. Steigerwald u. E. Schiitte, Klin. Wschr. 31, 385 [1953]. 


13 G. Mohnike u. H. Boser, Naturwiss. 40, 295 [1953]. 
4 L. Elson u. W. Morgan, Biochem. J. 27, 1824 [1933]. 
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einer vorliufigen Mitteilung!, ohne dabei auf experimentelle Einzel- 
heiten einzugehen. Wir wiesen dort bereits darauf hin, daB ,,zur Eli- 
minierung des hyperglykémischen Initialeffektes bei reinen kristalli- 
sierten Insulinpraéparaten die Herabsetzung des Zinkgehaltes bis auf 
etwa 0,5% geniigt, d.h. der fester gebundene Zinkanteil (unter. etwa 
0,5%) lést keinen initialen Blutzuckeranstieg aus‘. Beziiglich des in- 
sulingebundenen Zinks kommt damit in unseren Versuchen die schon 
langer bekannte Tatsache zum Ausdruck, daB ein Teil dieses. Zinks 
sehr fest am Insulin haftet. Z. B. fanden Cohn und Mitarbb.1*, daB beim 
Umkristallisieren von Insulin der Zinkgehalt der gewonnenen Kristalle 
mit sinkendem py der Mutterlauge abnimmt, daB er aber 0,34% nicht 
unterschreitet. 


Hallas-Méller und Mitarbb.!” haben neuerdings sehr eingehend 
die Zusammenhinge zwischen dem Zinkgehalt von Insulinkristallen und 
dem py der umgebenden Lésung untersucht. Sie finden, daB mit zu- 
nehmendem py (etwa von 4,5—7,5) der Zinkgehalt der Kristalle zu- 
nimmt, doch ist die Menge des vom Insulin gebundenen Zinks auBerdem 
stark abhingig vom Zinkgehalt der Losung, von der Insulin-Konzen- 
tration und von der Art des Puffers. Zinkbindende Pufferlésungen ge- 
statten nicht die Herstellung zinkreicher Insulinkristalle. Von diesem 
Grundsatz machte friiher bereits Sahyun'* Gebrauch, als er unter Zu- 
gabe von Lactat als zinkbindendem Mittel aus Pankreas kristallisiertes 
Insulin mit einem Zinkgehalt von nur 0,15% herstellte. Dies diirfte bis 
heute, soweit bekannt, das zinkaérmste kristallinische Insulin sein. 


Uber die Art der Bindung zwischen Insulin und Zink liegt eine 
eingehende, auf elektrometrischen Untersuchungen beruhende Arbeit von 
Eisenbrand und Wegel?® vor; es handelt sich danach um eine kom- 
plexe Bindung analog derjenigen zwischen Zink und Glykokoll. Nach 
Hallas-Méller?° sind vor allem die freien Aminogruppen basischer 
Aminosaiuren an der koordinativen Bindung des Zinks im Insulin be- 
teiligt. Wir selbst nehmen eine komplexe Bindung von Zink zwischen 
freien sauren und freien basischen Gruppen an, z. B. Glutaminsaure 
einerseits, Lysin/Histidin anderseits, wobei die beteiligten Gruppen 
mehreren Peptidketten oder auch mehreren Insulinmolekiilen ange- 
héren kénnen. Ein einfaches Modell hierfiir ist die koordinative Ver- 
kniipfung mehrerer, gegebenenfalls verschiedener Aminosduren durch 
Zink; die Priifung derartiger Modellsubstanzen im Tierversuch lieB 


15 G. Weitzel u. Mitarbb., Naturwiss. 40, 285 [1953]. 

16 EK. J.Cohn u. Mitarbb., Science [New York] 90, 183 [1939]; J. Amer. 
chem. Soc. 68, 17 [1941]. 

17 Hallas-Méller, K. Petersen u. J. Schlichtkrull, Ugeskr. Laeger 
118, 1761 [1951]. 

18 M.Sahyun, J. biol. Chemistry 188, 487 [1941]. 

19 J, Eisenbrand u. F. Wegel, diese Z. 268, 26 [1941]. 

20 K. Hallas-Méller, Chemical and bioiogical Insulin studies. Diss. 
Kopenhagen 1945. 
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uns! die eingangs erwahnten blutzuckersteigernden Zink-Aminosaure- 
Komplexe auffinden. 

Unsere in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Versuche zeigen, 
daB mit der Entfernung des locker gebundenen Zinks kristallisierter 
Insulinpréparate auch der Glukagoneffekt verschwindet, wobei wir die 
Herabsetzung des Zinkgehaltes sowohl durch Umkristallisieren in Gegen- 
wart eines zinkaffinen Stoffes als auch durch Suspendieren der Kristalle 
in geeigneten Pufferlésungen erreichen. 

DaB beim Kristallisieren die Anwesenheit von Zink ausschlag- 
gebend fiir die Beibehaltung des Glukagoneffektes ist, geht aus den in 
Abb. 2 und 3 gegebenen Beispielen hervor: Kristallisiert man das gleiche 
Praparat einmal aus Malat ohne Zinkzusatz und einmal in sonst gleicher 
Weise aus Phosphat mit Zinkzusatz, so erhilt man im ersten Falle 
ein Insulin mit rd. 0,5% Zink ohne blutzuckersteigernde Initialwirkung, 
im zweiten Falle ein solches mit wesentlich héherem Zinkgehalt und 
positivem Glukagoneffekt. Hiermit diirfte sich auch die Tatsache er- 
klaren, daB die alteren, nach der Methode von Abel (siehe hierzu Gei- 
ling und de Lawder® sowie Dirscher!|*') dargestellten kristalli- 
sierten Insuline keine initiale Hyperglykimie aufwiesen, denn dieses 
Verfahren liefert zinkarme Kristalle, da ein Zinkzusatz nicht erfolgt und 
das anwesende Pyridin Schwermetalle binden kann. Dagegen ist bei 
den mit Zinkzusatz arbeitenden Verfahren22:23 damit zu rechnen, daB 
zinkreichere Kristalle anfallen, die entspr. Tab. 1 im Blutzuckertest 
den initialen Anstieg auslésen. 

Besonders aufschluBreich fiir die Rolle des Zinks diirften unsere 
Versuche mit suspendierten Insulinkristallen sein, weil hierbei je 
nach der Zinkaffinitaét der angewandten Pufferlésung die Abnahme des 
Glukagoneffektes der verschieden raschen Herabsetzung des Zink- 
gehaltes parallel verlauft, so daB man bei Anwendung von Citrat bereits 
durch einmaliges, von Acetat aber erst durch drei- oder viermaliges 
Suspendieren die Beseitigung des Glukagoneffektes erreicht. Die Herab- 
setzung des Zinkgehaltes von Insulin durch Suspendieren der Kristalle 
in zinkbindenden Pufferlésungen darf als eine Methode gelten, wie sie 
schonender kaum gedacht werden kann. Die blutzuckersenkende Wir- 
kung des Insulins wird dadurch in keiner Weise beeintrachtigt ; ebenso- 
wenig wird der Glukagoneffekt ,,zerstért‘‘ oder in erheblichem MaBe ge- 
schadigt, denn er findet sich in der abgetrennten Pufferlésung wieder. 
Wir nehmen an, daB wahrend des Suspendierens das in der Kristall- 
struktur befindliche Zink an die Oberfliche des Kristalls wandert, die 

feste Phase verlaBt und in der fliissigen in Lésung geht, wodurch auch 
die unterstiitzende Wirkung gelinden Schiittelns verstaindlich wird. Bei 
Anwendung geeigneter Bedingungen kann man den ProzeB so leiten, 


21 W. Dirscherl, diese Z. 202, 116 [1931]. 

22D. A. Scott, Biochem. J. 28, 1592 [1934]. 

2 R.G. Romans, D.A.Scott u. A.M. Fisher, Ind. Engng. Chem. 32, 
908 [1940]. 
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da8 nur Spuren von Insulin in Lésung gehen, sc daB damit auch fiir die 
fabrikatorische Insulinherstellung ein Verfahren gegeben ist, welches in 
sehr einfacher Weise die Entfernung des Glukagoneffektes aus kristalli- 
siertem Insulin ohne nochmaliges verlustreiches Umkristallisieren er- 
laubt. Das gleiche gilt vice versa fiir die Isolierung hochwirksamer blut- 
zuckersteigernder Praparate. 

Mit einer Methode, die man als das Gegenstiick der unsrigen zur 
Herabsetzung des Zinkgehaltes ansehen kann, hat Hallas-M6ller?’ vor 
kurzem gezeigt, da8 beim Suspendieren von Insulinkristallen in zink- 
haltigen Pufferl6sungen Zink von den Kristallen aufgenommen wird. 
Komplexchemische Uberlegungen fihrten uns zu der Frage, ob das beim 
Suspendieren oder Kristallisieren in den Insulinkristall aufgenommene 
Zink als solches, d. h. als Zinkion, wandert, oder ob es dabei von anor- 
ganischen oder organischen Resten begleitet wird. Diese Frage 1aBt sich 
bereits aus der Literatur beantworten, denn es ist bekannt, daB bei der 
Kristallisation von Insulin aus zinkhaltigen Pufferlosungen nicht nur 
Zink, sondern auch z. B. Phosphat?* 24, Ammonacetat*, Citrat® u. dgl. 
in den Kristall aufgenommen werden. DaB man auf diese Weise auch 
gréBere organische Reste in den Insulinkristall einfiihren kann, haben 
wir, wie oben beschrieben, am Beispiel von Zink-asparagin, Zink- 
asparaginséure und Zink-arginin gezeigt. Hierbei treten, wie die Ana- 
lysen zeigen, die Aminosdurereste zusammen mit dem Zink in den 
Kristall ein. Dementsprechend ist damit zu rechnen, daB auch beim 
Austritt aus dem Insulinkristall nicht Zink allein, sondern eine 
Zinkverbindung entfernt wird, wie wir dies am Beispiel des Insulin- 
Zink-Arginin-Komplexes deutlich machen konnten. 

Diese Erscheinung ist auch vom komplexchemischen Standpunkt 
aus gut verstandlich, denn Zink neigt in komplexer Bindung zur Koor- 
dinationszahl 6, d. h. es besitzt ausreichende Méglichkeiten, um gleich- 
zeitig gegeniiber Insulin und gegeniiber nicht zum Insulin geh6renden 
Resten koordinative Bindungskrafte zu betitigen. In unserer oben er- 
wahnten vorlaiufigen Mitteilung!® wiesen wir mehrfach darauf hin, daB 
die blutzuckersteigernde Wirkung nur bei spezifischen komplexen 
Zinkverbindungen angetroffen wird. Wiahrend z. B. in den Zink-Amino- 
siiure-Komplexen mehrere Aminosiuren die Liganden des Metalls bil- 
den und von diesem koordinativ verkniipft werden, besteht fiir das 
kristallisierte Zinkinsulin die Méglichkeit, daB Teile des Insulinmolekiils 
zusammen mit nicht zum Insulin gehérenden Resten als Liganden des 
Zinks fungieren. In unseren obengenannten Modellversuchen, die zur 
Bildung von Insulin-Zink-Aminosiure-Komplexen fihrten, nehmen wir 
daher schematisch das Entstehen einer Verbindung Insulin-Zn-R an, 
wobei R dem betreffenden Aminosaurerest entspricht. Ubertragt man 
diese Vorstellung auf das fabrikatorisch gewonnene kristallisierte Zink- 


24D. A. Scott u. A.M. Fisher, Biochem. J. 29, 1048 [1935]. 
* K, Petersen, Dtsch, Bds.-Pat. 835499 [1950]. 
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insulin, so wiirde R je nach dem Herstellungsverfahren Phosphat, Acetat, 
Citrat u. dgl. oder gegebenenfalls einen gréBeren organischen Rest be- 
deuten. In diesem Sinne nehmen wir an, da} in unseren oben beschrie- 
benen Kristallisations- und Suspensions-Versuchen eine Verbindung 
Zn-R abgetrennt wird, die allerdings stets von geringen, aber meBbaren, 
in Lésung gehenden Insulin-Anteilen begleitet wird. 

Hinweise fiir das Vorliegen einer spezifischen Verbindung Zn-R 
ergeben sich aus unseren oben beschriebenen Kristallisationsversuchen 
zur Ubertragung des Glukagoneffektes auf glukagonfreies In- 
sulin. Dieses gelingt nur, wenn neben einer von suspendierten glukagon- 
wirksamen Insulinkristallen abgetrennten Pufferlésung (die bereits Zn 
enthalt) noch soviel Zink zugesetzt wird, daf zinkreiche Kristalle ent- 
stehen kénnen. Fangt man das vorhandene Zink durch Zugabe von 
Zinkbindnern ab, so erhalt man kristallisiertes zinkarmes Insulin ohne 
Glukagoneffekt. Erhéht man ein zinkarmes, glukagonfreies Insulin im 
Zinkgehalt lediglich durch Behandlung mit Zinkacetat, -phosphat, 
-chlorid u. dgl., so kann man zwar sehr zinkreiche Insulinkristalle er- 
zeugen, doch kommt man damit nicht zur spezifischen glukagonwirk- 
samen Konstellation Insulin-Zn-R, denn (zitiert nach unserer vorliu- 
figen Mitteilung}*) ,,fiir die Auslésung initialer Blutzuckersteigerungen 
sind nur bestimmte Komplexe geeignet“‘. 

Durch Papierelektrophorese konnten wir in unseren kristallinen 
Insulinen etwa vorhandenes Fremdeiweif bisher nicht mit Sicherheit 
nachweisen. In saurem Acetatpuffer mit Klemmspannungen von 1000 
bis 1500 Volt (25—40 V/cm) erreichten wir zwar Aufteilung in mehrere 
gut begrenzte Banden, doch lieB sich eine blutzuckersteigernde Fraktion 
ohne begleitende Insulinwirkung nicht isolieren. Papierelektrophorese in 
alkalischem Puffer haben wir vermieden, da dann erfahrungsgemaB 
bei langerer Dauer und geringfiigiger Erwairmung die Inaktivierungs- 
bedingungen fiir Insulin gegeben sind, so dafs die auf dem Kaninchentest 
beruhende Beurteilung, ob ,,reines Glukagon“ oder lediglich ein inakti- 
viertes Insulin mit erhaltenem Glukagoneffekt vorliegt, nicht méglich ist. 


Zur Frage der blutzuckersteigernden Minimaldosis 


An Hand der in Tab. 1 zusammengestellten Insulinpriparate liBt 
sich leicht die untere Grenze der Wirksamkeit des blutzuckersteigernden 
Prinzips abschatzen. Die dort genannten Insuline E, F, G besitzen die 
iibliche biologische Wirksamkeit kristallinischer Praparate, zeigen aber 
zugleich bei Injektion von 50 y/kg i. v. einen kraftigen Glukagoneffekt, 
der auch bei 30 y/kg i. v. noch eben erkennbar ist. Man darf annehmen, 
daB diese Priparate zu rd. 95% aus Insulin bestehen, so daB fiir andere 
Verbindungen nur rd. 5% iibrig bleiben, die man aber nicht restlos dem 
blutzuckersteigernden Prinzip zuschreiben kann. Denn wir besitzen 
Anhaltspunkte dafiir, daB wir bei der Suspensions-Methode auBerdem 
geringe, nicht den Blutzucker beeinflussende Proteinmengen und einige 
niedrigmolekulare Reste entfernen. Wir kommen daher zu dem SchluB, 














—_— a 








Bd. 293 (1953) Zinkgehalt u. Glukagoneffekt kristallisierter Insulinpraparate 209 


da das blutzuckersteigernde Prinzip in unseren kristallisierten In- 
sulinen nur etwa 1—4% ausmachen kann, so daB es in Dosen von etwa 
ly und darunter noch wirksam sein mu8. Dem entspricht auch die 
Wirksamkeit unserer Praparate (s. Abb. 8). 

Ahnliche Uberlegungen stellte Biirger? an: Auf Grund seiner 
Untersuchungen an technischen Trockeninsulinen kam er zur Annahme 
einer wirksamen Glukagon-Dosis von 5—10 y/kg i. v.; Biirgers® wirk- 
samstes Priparat liste mit 20 y/kg i. v. beim niichternen Kaninchen 
eine 40—60 Min. anhaltende Blutzuckersteigerung aus, deren Gipfel 
durchschnittlich 50% tiber dem Ausgangswert lag. Aus der Literatur 
(siehe hierzu Bruch?*) geht hervor, daB spitere Untersucher nicht, 
auch nicht annahernd, derartig hochwirksame Praparate in Handen 
hatten. Wie aus Abb. 8 hervorgeht, lassen sich mit unserer Suspensions- 
methode blutzuckersteigernde Fraktionen gewinnen, die das Birgersche 
Praiparat noch iibertreffen. 

Die meisten Autoren arbeiten mit Pankreasextrakten, die im 
Bereiche von rd. 100 y bis 1 mg/kg i. v. und weit dariiber blutzucker- 
steigernd wirken. Auch ein neuerdings von Steigerwald und Schiitte” 
durch Papierelektrophorese erhaltenes Priparat entfaltet seine Wirkung 
in Dosen von 100—200 y am Kaninchen. Mohnike und Boser* be- 
richteten kirzlich tiber ein aus Pankreas hergestelltes blutzucker- 
steigerndes Produkt, welches sie auch kristallisiert erhielten, und fiir das 
sie eine wirksame Dosis von 700 y/kg i. v. angeben. Sie lassen es jedoch 
offen, ob ihr ,,Faktor mit den bisher als Glukagon beschriebenen iden- 
tisch ist oder dieses als Komponente enthilt“‘. Dabei legen sie jedoch 
Wert auf die Feststellung, da8 ihre Substanz kein Zink enthialt. Dies ist, 
wenn man ihre Methodik betrachtet, auch nicht zu erwarten, da schon zu 
Beginn der Aufarbeitung durch Zugabe betrichtlicher Cysteinmengen das 
vorhandene Zink in Form des sehr schwerléslichen Zink-Cystein-Kom- 
plexes festgelegt wird. 

Blutzuckersteigernde Praparate, die in Dosen von iiber 100 y oder 
erst im Bereiche von 1 mg/kg i. v. und dariiber ihre blutzuckersteigernde 
Wirkung entfalten, miissen entweder sehr erhebliche Ballastmengen 
enthalten, oder man miiBt2 annehmen, da8 sie durch die Bindung an 
Insulin aktiviert werden. Wirft man die Frage nach der geringsten noch 
wirksamen Dosis auf, so mu8 das blutzuckersteigernde Prinzip nach 
Birgers Schaitzung von 19353 und gemaB den vorstehend beschriebenen 
Versuchen in Dosen von der GroBenordnung eines y wirksam sein. In 
Parallelversuchen mit entsprechenden Adrenalindosen haben wir uns 
davon tiberzeugt, daB unsere wirksamsten Praparate der blutzucker- 
steigernden Wirkung von einigen y Adrenalin nicht nachstehen. In 
chemischer Hinsicht steht Adrenalin nach allen bisherigen Erfahrungen 
unseren hochwirksamen blutzuckersteigernden Praparaten vollig fern; 
eine Lilian ig Ahnlichkeit des chemischen Bauprinzips liegt dagegen 


26 E, teak, Dtsch. Z. Verdauungs- und Stoffwechselkrankh. 11, 1 [1951]. 
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moglicherweise bei den blutzuckersteigernden Zink-Aminoséure-Kom. 
plexen vor, die ebenfalls in y-Dosen wirken. 

Ob in unseren Praparaten eine an sich nur schwach oder garnicht 
blutzuckersteigernde Substanz erst durch die Bindung an Insulin ihre 
hohe Wirksamkeit erhalt, vermégen wir bisher nicht zu sagen, da unsere 
wirksamen Fraktionen neben Zink. stets auch Reste von Insulin ent- 
halten. Das letztere hat uns bisher auch davon abgehalten, eine Baustein- 
analyse durchzufihren, da diese nur bei Vorliegen der reinen Verbindung 
Sinn hatte. 


AbschlieBend sei nochmals ausdriicklich betont, daB die vor. 


stehend beschriebenen Ergebnisse und die daraus gezogenen Folgerungen 
hinsichtlich des Zusammenhangs zwischen Zinkgehalt und Glukagon- 
effekt nur fir kristalline, nicht fiir amorphe Insulinpraparate gelten. 
Insbesondere trifft die Aufteilung des insulingebundenen Zinks in einen 
,,fest’ und einen ,,locker“ gebundenen Anteil und die Verkniipfung des 
locker gebundenen Zinks mit dem ees nur fir kristalline 
Praparate zu. 


Beschreibung der Versuche 
Zinkbestimmungen 


1. Nach der von uns?’ vor kurzem ae ase Methode: Die Substanz 
wird feucht verascht, unter Tartratzusatz auf py 5—5,5 gebracht, mit Dithizon/CCl, 
ausgeschiittelt, die Zink-Dithizon-Verbindung noc hnials verascht und in Tartrat- 
puffer polarographiert. 95—99°/, dés vorhandenen Zinks werden erfaBt. Kontrolle 
durch regelmaBig eingeschaltete Test-Analysen mit vorgelegtem Zink und durch 
Leerversuche mit doppelt dest. Wasser zur Priifung aller benutzten Lésungen 
auf Zinkfreiheit. 

2. Zum Vergleich" bestimmten wir den Zinkgehalt einiger Praparate auch 
mit der Komplexonmethode nach Flaschka** durch Mikrotitration mit dem 
Dina‘riumsalz der Athylen-diamin-tetraessigsiure (Komplexon III) in 0,001-m 
Lésung. Indikator: Eriochromschwarz T. Dabei ergab sich, daB bei direkter 
Titration von Zinkinsulin die gleichen Werte gefunden werden wie nach vor- 
heriger Veraschung der Probe, d.h. unter den Bedingungen der Komplexon- 
titration (stark ammoniakalisch!) wird das im Insulin gebundene Zink restlos 
herausgelést. Beispiele: Insulin D, 26,21 mg Sbst. verbr. 3,17 cem 0,001-m. Kom- 
plexon = 0,79°%% Zn. Polarographische Parallelbestimmungen: 

10,881, 10,677 mg Sbst.: 90,0, 77,2 y Zn = 0,83°4, 0,73°% Zn. 

3. Einige Fraktionen, von welchen die verfiigbaren Substanzmengen fiir 
eine der beiden obengenannten Methoden nicht ausreichten, untersuchten wir 
auf ihren Zinkgehalt mittels Tiipfelanalyse nach Feigl*®, wobei wir Dithizon- 
lésung (10 mg Dithizon in 100 ccm CCl,) in neutraler oder schwach essigsaurer 
Lésung anwandten. 


Blutzuckertest 


Kaninchen, 2—3 kg schwer, 24 Stdn. ohne Nahrung. Substanz-Einwaage: 
4 (2) mg Insulin in 20-(10-)ecem-MeBkolben, aufschwemmen in etwa 3 ccm 0,9-proz. 
NaCl-Lésung, lésen durch Zugabe von 3 Tropfen 0,l-n. HCl, Zugabe weiterer 
NaCl-Lésung, durch Zusatz von 1—2 Tropfen 0,1-n. NaOH auf py 4,4—5,0 bringen, 
mit NaCl-Lésung zur Marke auffiillen, = 200 y Insulin/ccm. Injektion von 50y 


27 G. Weitzel u. A.-M. Fretzdorff, diese Z. 292, 212 [1953]. 
°8-H. Flaschka, Mikrochemie 39, 38 [1952]. 
*9 F. Feigl, Qualitative Analysis by Spot Tests, New York 1947, S, 139, 
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Insulin/kg in die Randohrvene. Vor der Injektion drei Vorwerte. Der zeitliche 
Abstand der Blutentnahmen (stets Parallelwerte) ist aus den abgebildeten Blut- 
zuckerkurven ersichtlich. Blutzuckerbestimmung nach Hagedorn-Jensen. 
Die abgebildeten Blutzuckerkurven wurden ausgewahlt aus rd. 350 Kaninchen- 
versuchen und sind jeweils charakteristisch fiir eine gréBere Gruppe gleichartiger 
Versuche. Bei der uns besonders bemerkenswert erscheinenden Blutzucker- 
wirkung der von Insulinkristallen abzentrifugierten Pufferl6sungen und der durch 
Druckfiltration gewonnenen Proteine sind aufer den abgebildeten Kurven als 
weitere Beispiele einige Kaninchenversuche in Tab. 2 und3 zusammengestellt. 


Verdnderung des Zinkgehaltes von krist. Insulin 
A. Kristallisationen 


1. 20 mg Insulin G (Tab. 1, 1,494 Zn) in 10 ccm saurer Malatlosung (py 4,4) 
gelést, Zugabe von 4 ccm Isopropanol, bei +3° aufbewahrt, Kristallbildung im 
Laufe von drei Wochen. Zinkgehalt der Kristalle: 0,494. Blutzuckertest: Initialerw 
Blutzuckeranstieg verschwunden, s. Abb. 2, K 344. 

2. 20 mg des gleichen Insulins G aus Phosphatpuffer unter Zusatz von 
ZnCl, und Aceton nach Scott” umkristallisiert. Zinkgehalt der gewonnenen 
Kristalle (nach Abtrennen von unléslichem Zinkphosphat): 1,63°,,. Blutzuckertest : 
Initialer Blutzuckeranstieg etwa ebenso stark wie im Ausgangsmaterial vorhanden, 
s. Abb. 2, K 249. 

3. 60 mg eines amorphen, glukagonwirksamen, noch Ballaststoffe enthalten- 
den Insulins (Lilly) mit 19 E/mg wurden in 2 ccm verd. Essigsaiure gelést, 2 mg 
Zink als Zinkacetat zugegeben, mit Acetatpuffer auf py 5,9 gebracht und amorph 
gefallt. 20mg der Fallung léste man nach Scott®? in Phosphatpuffer unter 
Zusatz von 1-n. HCl und 0,5 cem 0,5-proz. ZnCl,-Lésung, zus. 20 ccm, gab 3 ccm 
Aceton zu und brachte mit 1-n. NH,OH auf py 6,1. Zinkgehalt der gewonnenen 
Kristalle (nach Entfernung ungelésten Zinkphosphates): 1,33°,. Blutzuckertest: 
Initialer Blutzuckeranstieg vorhanden, s. Abb. 3, K 341. 

4, 20 mg des gleichen, amorph gefallten Insulins wie unter 3. léste man in 
leem 0,05-n. HCl, gab dazu 10 ccm 0,05-m. Natriummalat (py 5,4), 10 ccm 
H,O und 3 ccm Aceton und brachte mit 1-n. NH,OH auf py 6,1. Zinkgehalt der 
gewonnenen Kristalle: 0,50°/,. Blutzuckertest: Initialer Blutzuckeranstieg nicht 
vorhanden, s. Abb. 3, K 327. 


B. Suspendieren von Insulinkristallen in Pufferlésungen 
I. Beispiele fiir die Wirkung von Malatpuffer 

1. 48 mg Insulin G (1,4% Zn) in 4ccm 0,05-m. Natriummalat (py 5,4) 
suspendiert, 90 Min. in kleiner Schiittelmaschine gelinde horizontal bewegt, 
zentrifugiert. Dieses zweimal mit dem gleichen Malat-Volumen wiederholt. 
Waschen des letzten Riickstandes mit 2 ccm 80-proz. Aceton, trocknen der Kristalle 
i. V. iiber CaCl,. Wiedergewonnen 41 mg, Zinkgehalt jetzt 0,42°,,. Blutzuckertest: 
Initialer Blutzuckeranstieg nicht mehr vorhanden. Malat-Fraktionen: Nr. 1 
= 367 y Zn, Nr.2 = 48,5 y Zn, Nr.3 = 19,8 y Zn. 

2. 24mg Insulin G (1,4% Zn), viermal in je 2. ccm 0,05-m. Natriummalat 
(py 5,4 suspendiert und wie oben behandelt. Wiedergewonnen 21 mg, Zink- 
gehalt: 0,53°/,. Blutzuckertest: Initialer Anstieg nicht mehr vorhanden. Malat- 
Fraktionen: Nr. 1 = 129,9 y Zn, Nr.2 = 52,9y Zn, Nr.3 = 36,6 y Zn, Nr.4 
= 23,9 y Zn (s. Abb. 4). 

3. 100 mg Insulin E (0,90°% Zn), dreimal in je 10 cem 0,05-m. Malat (pH 5,4) 
suspendiert. Zentrifugieren und Waschen wie oben. Wiedergewonnen 93 mg. 
rn gaa 0,5. Blutzuckertest: Initialer Blutzuckeranstieg nicht mehr vor- 

anden. 

4, 24 mg Insulin E (0,90 Zn), dreimal in je 2 ccm 0,05-m. Malat (py 5,4) sus- 
pendiert. Jeweils 2 Stdn. gelinde geschiittelt. Wiedergewonnen 21 mg, Zink- 
gehalt: 0,48°%. Blutzuckertest: Initialer Anstieg verschwunden. Malat-Fraktionen: 
Nr, 1 = 55,5 y Zn, Nr,2 = 26,0 y Zn, Nr, 3 = 16,8 y Zn, 
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Il. Beispiele fiir die Wirkung von Citratpuffer 


5. 24 mg Insulin E (0,90°% Zn), viermal in je 3 cem 0,05-m. Natriumcitrat 
(py 5,4) suspendiert und sachte geschiittelt, weiter wie oben behandelt. Wieder. 
gewonnen: 16mg. Zinkgehalt: 0,45°,. Blutzuckertest: Initialer Blutzucker- 
anstieg nicht mehr vorhanden. Citrat-Fraktionen: Nr.1 = 101,7 y Zn, Nr. 2 
= 29,9y Zn, Nr.3 = 20,0y Zn, -Nr.4 = 11,l y Zn. 

6. 24 mg Insulin G (1,4°% Zn), ebenso behandelt wie Nr. 5, dargestellt in 
Abb. 4. Wiedergewonnen: 17,5 mg. Zinkgehalt: 0,52°,. Blutzuckertest: Initialer 
Blutzuckeranstieg nicht mehr vorhanden. Citrat-Fraktionen: Nr.1 = 175,6 y 
Zn, Nr. 2 = 21,6 y Zn, Nr.3 = 18,5y Zn, Nr.4 = 14,9 y Zn. 

7. 10mg Insulin G (1,4°%Zn). Nur einmal in 2cem 0,05-m. Natrium- 
citrat (py 5,4) suspendiert und 2 Stdn. schwach geschiittelt. Zentrifugiert, einmal 
mit 80-proz. Aceton gewaschen und i. V. getrocknet. Wiedergewonnen: 9,5 mg. 
Zinkgehalt: 0,579. Blutzuckertest: Initialer Blutzuckeranstieg nicht mehr 
vorhanden. 


III. Beispiele fiir die Wirkung von Acetatpuffer 


8. 24,6 mg Insulin E (0,90°%Zn). Viermal in je 2 ccm 0,l-m. Natriumacetat 
(py 5,4) suspendiert und je 2 Stdn. gelinde geschiittelt. Wiedergewonnen: 20,5 mg. 
Zinkgehalt: 0,55°%%. Blutzuckertest: Initialer Blutzuckeranstieg nicht mehr vor- 
handen. Acetat-Fraktionen: Nr. 1 = 33,8 y Zn, Nr. 2 = 36,0 y Zn, Nr. 3 = 26,8y 
Zn, Nr.4 = 14,6 y Zn. 

9. 24,0 mg Insulin G (1,4°% Zn). Ebenso behandelt wie Nr. 8, dargestellt 
in Abb.4. Wiedergewonnen 21,5 mg. Zinkgehalt: 0,559. Blutzuckertest: 
Initialer Anstieg nicht mehr vorhanden. Acetat-Fraktionen: Nr. 1 = 69,7 y Zn, 
Nr. 2 = 63,6 y Zn, Nr.3 = 42,3 y Zn, Nr.4 = 25,1 y Zn. 

10. 20,3mg Insulin E (0,90% Zn), nur einmal in Acetatpuffer 2 Stdn. 
suspendiert, weiter behandelt wie oben. Wiedergewonnen: 18,1 mg. Zinkgehalt: 
0,70%. Blutzuckertest: Initialer Blutzuckeranstieg vermindert, aber nicht ganz 
verschwunden, s. Abb. 6, K 246. 


Aufnahme und Abgabe von Zinkverbindungen durch krist. Insulin 


Modellversuche mit Insulin C (0,62°% Zn). ..N-Analyse von Insulin C: 4,308, 
1b.aone Sbst.: 0,574, 0,558 cem N, (korr.), 22°, 744 mm (red.). Gef. N 15,09, 
15,14%. 

a) 10 mg Insulin C, suspendiert in 2 ccm 0,05-m. Zn-Asparagin (pq 6). Das 
benutzte Zink-asparagin enthielt 18,9794, N und 9,759 Zn. 2Stdn. gelinde 
schiitteln, zentrifugieren, zweimal mit 50-proz. Aceton waschen, Kristalle i. V. 
trocknen. Zinkgehalt der Kristalle: 1,4°4. N-Analyse: 2,680 mg Sbst.: 0,390 com 
N, (korr.), 23°, 745mm (red.). Gef. N 16,45°%. 

b) 10 mg Insulin C suspendiert in 2 ccm 0,05-m. Zn-Asparaginsaure (pq 5,7). 
Die benutzte Zink-Asparaginsaure enthielt 8,42°/, N und 16,7°% Zn. Suspendieren, 
schiitteln, abtrennen und waschen der Kristalle wie oben. Insulinkristalle: 2,742 mg 
Sbst.: 0,326 com N, (korr.), 24°, 745 mm (red.). Gef. N 13,40%. 

c) 10 mg Insulin C, suspendiert in 2 ccm 0,05-m. Zn-Arginin (py 6). Das 
benutzte Zink-Arginin enthielt 9,94°/% Zn. Suspendieren, schiitteln, abtrennen 
und waschen der Kristalle wie oben. N-Gehalt der Kristalle: 3,060 mg Sbst.: 
0,444 com N, (korr.) 23°, 745 mm (red.). Gef. N 16,40°%. 

Diese Insulinkristalle wurden in 2 ccm Citratpuffer wie oben beschrieben 
suspendiert, geschiittelt und abzentrifugiert. In der Citratlésung lieB sich mit der 
Sakaguchi-Probe Arginin sehr deutlich nachweisen, zugleich zeigte die Tiipfel- 
analyse reichliche Mengen Zink in der Lésung an. 

Blutzuckerwirkung der vom suspendierten Insulin abzentrifugierten 
Pufferlésungen 

Die Malat-, Citrat- und Acetat-Pufferlésungen wurden nach Abtrennen der 
Insulinkristalle im Kaninchentest gepriift. Die Blutzuckerkurven zeigten im 
allgemeinen ausgepragte Glukagoneffekte mit begleitender Insulinwirkung. Hierfiir 
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gaben wir oben in Abb. 7 zwei Beispiele, weiteres Material ist in Tab. 2 zusammen- 
gestellt. Das zur Kontrolle mit Acetat in gleicher Weise behandelte Insulin C 
(,,glukagonfrei“) zeigte dagegen in der abgetrennten Acetatlésung reine Insulin- 
wirkung ohne initialen Anstieg. Die Pufferlésungen wurden vor der Injektion 
durch Zugabe der berechneten NaCl-Mengen isotonisch gemacht. 


Tab. 2. Blutzuckerwirkung der vom suspendierten Insulin abzentrifugierten 
Fufferlésungen. 





Puff Erhalten | Proteindosis,} Kaninchen | Blutzuckerwerte in mg % 
ulter- | sus Ansatz| injiziert pro | Nr. und Ge- | Minuten post injectionem* 



































l6sun, . . 

8 | Nr. (s. 0.) kg i.v. wicht 0 | * 10] 201301] 50] 70 1120 
Malat 2 etwa 30 y | 344/2600 g |108)145/149/112) 86} 85) 90/110 
Malat 2 etwa 30 y | 333/2300 g [109]181/147/118)100) 91) 92)109 
Citrat 6 etwa 25 y | 337/3000 g |118/182/155)1380/106) 91) 91)113 
Citrat 5 etwa 25 y | 210/3000 g |108/126)129/106} 61) 61) 97/100 
Acetat 9 etwa 30 y | 288/3000 g |119}118)183)127}113)125/134)121 
Acetat 8 etwa 30 y» | 354/2800 g | 90|129|120|101| 79| 81} 92|115 





* Von den Blutzuckerwerten ante injectionem (jeweils drei) aus raumlichen 
Griinden nur der letzte angegeben. 


Druckfiltration der Pufferlésungen 


Fiir die Druckfiltrationen benutzten wir ein nach den Angaben von Esser 
und Heinzler®® von den Seitz-Werken, Bad Kreuznach, angefertigtes Gerit. 
Uberdruck: 12—15:at N,. Eingesetzte Volumina: 2—10 ccm. Filtrationsdauer: 
rd. 1—2 ccm/Stde. bei eiweiBarmen Pufferlésungen, wesentlich langer bei konzen- 
trierteren Insulinlésungen. Ein Versuch mit 20 mg Insulin C, gelést bei py 4,6 
in 4 com 0,1-m. Malatlésung ergab, daB das nach der Filtration auf der Membran 
zuriickbleibende, nun amorphe Insulin C seine volle biologische Wirksamkeit 
behalten hatte. 


Beispiele 

1. 40 mg Insulin E, viermal mit je 2 ccm 0,05-m. Malat in der oben be- 
schriebenen Weise behandelt. Die Kristalle zeigten danach keinen initialen Blut- 
zuckeranstieg mehr. Druckfiltration der vereinigten Malatlésungen. Die auf der 
Membran befindliche Substanz wurde unter Zusatz einiger Tropfen 4-proz. Essig- 
siure gelést, quantitativ in ein gewogenes Wageglaschen iibergefiihrt und iiber 
P,O, i.V. zur Trockne gebracht. Ausbeute: 0,84 mg. Zinkgehalt: Auf Grund der 
Tiipfelanalyse stark positiv, durch Leerkontrollen gesichert. Blutzuckertest: 
Mit 50 und 25 »/kg i.v. starker initialer Anstieg, deutlicher Insulineffekt ; mit 10 y/kg 
iv. initialer Anstieg noch deutlich, Insulineffekt kaum noch erkennbar. Blut- 
zuckerwerte siehe in Tab. 3. 

Druck-Filtrate 1 cem/kg i.v.: ohne jede Blutzuckerwirkung, reine Leerkurve. 

2. 30 mg Insulin E (0,90°{% Zn) durch viermaliges Suspendieren in je 2,5 ccm 
0,l-m. Natriumacetat im Zinkgehalt herabgesetzt und weiter wie oben unter 
Nr. 1 behandelt. Zuriickgewonnene Insulinkristalle: 28,5 mg. Zinkgehalt des 
zuriickgewonnenen kristallinen Insulins: 0,52. Blutzuckertest dieses Insulins: 
Initialer Blutzuckeranstieg nicht mehr vorhanden. 

Von den abzentrifugierten, vereinigten Acetatlésungen (zus. 10 ccm) ent- 
nahm man 1 ccm fiir den Blutzuckertest. Dieser enthielt 98 y Protein (s. u.) 
und wurde an ein 2-kg-Tier verabreicht, d.h. praktisch 50 y/kg i.v.: Kraftiger 
initialer Blutzuckeranstieg, gerifge Insulinwirkung. Die Blutzuckerkurve ist in 
Abb. 7 wiedergegeben (K 356). 


30 H. Esser u. F. Heinzler, Klin. Wschr. 30, 600 [1952]. 
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Druckfiltration der Acetat-Lésung (noch 9 ccm): Protein-Ausbeute 880 ys 
damit aus 30 mg Insulin (s. 0.) 978 y Protein herausgelést. 

Zinkgehalt des Proteins: Tiipfelanalyse stark positiv, durch Kontrollversuche 
gesichert. Blutzuckertest des durch Druckfiltration erhaltenen Proteins: Die 
nach Injektion von 25 y, 5 y und 1 y/kg i.v. erhaltenen Kurven sind oben in Abb. 8 
wiedergegeben; weitere Resultate zeigt Tab. 3. 

Blutzuckertest des Druck-Filtrates: Von den erhaltenen 9 ccm verab. 
reichten wir 1 ccm/kg i.v., eine blutzuckererhdhende oder -senkende Wirkung 
war nicht zu erkennen. 


Tab. 3. Blutzuckerwirkung der durch Druckfiltration von Pufferlésungen 
gewonnenen Proteine. 


























Pufferlé Injizierte Kaninchen Blutzuckerwerte in mg os 
ne co Dosis/kg | Nr. und Ge- | Minuten post injectionem*** 
er iy : 
as wicht 0 | 5 | 10] 20] 30] 50] 70/120 
40 mg Insulin E, in 25 y 342/2300 g |122/186/156]152/184) 99]106/109 
Malat suspendiert, 25 y 351/2000 g |110)145/163}145/110) 66] 76) 96 
Beispie! 1, s. o. 25 y 314/2000 g | 122)155)195/190/178)/128)]131/108 
10 y 80/3000 g | 84/110) 92) 86] 79] 86} 91/108 
30 mg Insulin E, in 50 y 354/2800 g {115/148/189/119/116}116/116}109 
Acetat suspendiert 10 y 334/2900 g |120)185)180/129)185/115/107/106 
Beispiel 2, s. 0.* 
20,3 mg Insulin E, 10 y 333/2500 g |100}102|124}108)/117]110}106) 103 
einmal mit Acetat 
behandelt ** 
































* Dosen von 25 y, 5y und 1 y siehe in Abb. 8. 

** Das zuriickgewonnene krist. Insulin zeigte noch initialen Blutzucker- 
anstieg (s, Abb. 6). 

*** Von den Vorwerten wie in Tab. 2 nur der letzte angegeben. 


Ubertragung des blutzuckersteigernden Effektes 
auf glukagonfreies Insulin 


40 mg’ Insulin E (0,90% Zn) wurden dreimal in je 3ccm 0,l-m. Acetat- 
Puffer (pq 5,4) suspendiert und je 2 Stdn. schwach geschiittelt. Zuriickgewonnen: 
37 mg mit einem Zinkgehalt von 0,61°%. Blutzuckertest: Initialer Blutzucker- 
anstieg nicht mehr zu erkennen. 

Von den vereinigten Acetat-Fraktionen (9 ccm) verwandte man jeweils die 
Halfte (4,5 ccm) fiir die nachfolgend beschriebenen Kristallisationen A und B. 

Kristallisation A: 12 mg Insulin A (0,46°% Zn, ,,glukagonfrei‘‘, s. Tab. 1) 
gelost in 0,5 ccm 1-n. HCl, Zugabe von 0,25 ccm 1-proz. ZnCl,-Lésung und 5 cem 
Phosphatpuffer nach Scott”, Dazu 4,5 ccm Acetat-Lésung (s.0.), 3ccm H,0 
und 2ccm Aceton. Mit l-n. NH,OH auf pq 6,1 gebracht. 36 Stdn. bei +3°. 
Kristallbildung nach etwa 8 Stdn. Ausbeute 9,5 mg. Zinkgehalt 0,84%. Blut- 
zuckertest: Deutlicher initialer Anstieg, s. Abb. 9, K 231. 

Kristallisation B: 12 mg Insulin A (0,46°% Zn, wie oben in A), geldst 
in 0,5 cem 1-n. HCl, Zugabe von 3 ccm 0,05-m. Malat- und 2 ccm 0,05-m. Citrat-, 
4,5 com Acetat-Lésung (s.0.), 3ccm H,O und 2ccm Aceton. Mit 1l-n. NH,OH 
auf py 6,1. 48 Stdn. bei +3°. Kristallbildung nach etwa 12 Stdn. Ausbeute 
9,2mg. Zinkgehalt: 0,55°%. Blutzuckertest: Kein initialer Blutzuckeranstieg 
vorhanden, s. Abb. 9, K 284. 


Fiir verstandnisvolle und unermiidliche Mitarbeit danken wir Herrn 
Dr. Eckhart Buddecke und Frau Gertrud Langenberg. 
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Zusammenfassung 


Kristallisierte Insulinpraparate fabrikatorischer Herkunft lassen einen 
Zusammenhang erkennen zwischen der Hohe ihres Zinkgehaltes und dem 
Auftreten des initialen Blutzuckeranstiegs (des sogen. Glukagoneffektes). 
Dieser findet sich bei den in der vorliegenden Arbeit gepriiften Insu- 
linen bei einem Zinkgehalt von etwa 0,8% an aufwarts, waihrend zink- 
armere Praparate mit rd. 0,4 bis 0,7% Zink diesen Effekt nicht aufweisen. 

Kristallisiert man glukagonwirksame Insulinpraparate unter Zink- 
zusatz um, so daB zinkreiche Kristalle entstehen, dann bleibt der Gluka- 
goneffekt erhalten; kristallisiert man in Parallelversuchen in Anwesen- 
heit von zinkbindenden Stoffen um, so fallen zinkirmere Kristalle an 
(etwa 0,5% Zn), die keinen initialen Blutzuckeranstieg auslésen. 

Suspendiert man zinkreiche, glukagonwirksame Insulinkristalle in 
zinkbindenden Pufferlésungen (Citrat, Malat), so verschwindet der 
Glukagoneffekt mit der Herabsetzung des Zinkgehaltes auf etwa 0,5%. 
Bei mehrmaligem Erneuern der Pufferlésung erreicht man das gleiche 
auch mit Acetat. 

Bei dem Suspendierungsverfahren bleibt die kristalline Struktur des 
Insulins erhalten; unter entsprechenden Arbeitsbedingungen gehen nur 
sehr geringe Insulinanteile in Lésung, so daB damit ohne verlustreiches 
Umkristallisieren in sehr einfacher Weise kristalline Insuline vom 
Glukagoneffekt befreit werden kénnen. 

Modellversuche mit organischen Zink-Komplex-Verbindungen weisen 
darauf hin, daB bei der ErhGhung oder Herabsetzung des Zinkgehaltes von 
Insulinkristallen nicht Zink als solches, sondern Zink- Verbindungen 
in den Kristall aufgenommen werden bzw. ihn wieder verlassen. 

Die von suspendierten glukagonwirksamen Insulinkristallen ab- 
getrennten Pufferlésungen zeigen im Blutzuckertest ausgepriagte 
initiale Hyperglykamie mit begleitender Insulinwirkung; durch Druck- 
filtration 1éBt sich aus diesen Pufferlosungen Protein isolieren, welches 
in Dosen bis herab zu 1 y/k i. v. am Kaninchen blutzuckersteigernd 
wirkt. Dieses Protein enthalt u.a. Zink und geringe Mengen Insulin. 

Es wird gezeigt, daB die Ubertragung des Glukagoneffektes auf 
glukagonfreies Insulin dann gelingt, wenn man das letztere in Gegenwart 
einer von glukagonwirksamen Insulinkristallen abgetrennten Puffer- 
losung unter Zinkzusatz umkristallisiert, so daB zinkreiche Kristalle 
entstehen. Sorgt man im Parallelversuch durch Anwesenheit von Zink- 
bindnern (Malat, Citrat) fiir die Bildung zinkarmer Kristalle, so zeigen 
diese keinen Glukagoneffekt. 

Nachtrag b.d. Korr.: Soeben haben A. Staub, L. Sinn u. O. K. Beh- 
rens (Science [Washington] 117, 628 [1953]) die Reinigung und Kristallisation 
des HG-Faktors mitgeteilt. Sie geben eine wirksame Dosis von 1,5 y/kg i. v. 
am Kaninchen an, also praktisch die gleiche Dosis, die auch wir mit unserem 
amorphen Praparat (s. o. Abb..8) fiir etwa dieselbe Blutzuckersteigerung bené- 
tigen. Aus der vorlaufigen Mitteilung von Staub u. Mitarbb. in der Science 
l4Bt sich noch nicht ersehen, ob das kristalline Material véllig frei von Insulin 


ist. Inzwischen ist es uns gelungen, das in unseren hochwirksamen Praparaten 
noch enthaltene Insulin abzutrennen. 
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Die Beziehung der optischen Form von Aminosauren 
zur Peptidase-Aktivitét in menschlichen normalen Geweben 
. und Tumoren 
Von 
Alessandro Vescia, Amedeo Albano und Aldo Iacono 
Aus dem Instituto di Fisiolcgia Umana der Universitat Neapel, Italien 
(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Juni 1958) 
Waldschmidt-Leitz und Mayer! fanden 1940, daB Krebsserum 
gewisse racemische Peptide zu mehr als 50% hydrolysiert, wahrend 
Normalserum die gleichen Peptide nur bis 50% spaltet. Die Tatsache, 
daB racemische Peptide nur zu 50% hydrolysiert werden, wurde als totale 
Hydrolyse der l-Komponente bei vollstindiger Resistenz des d-Kompo- 
nente gedeutet. Es wurde daraus gvschlossen, daB Krebsserum in Gegen- 
satz zum Normalserum eine spezifische Fahigkeit zur Hydrolyse von 
d-Peptiden hatte, also Peptiden, die in ihrem Molekiil eine oder mehrere 
d-Aminosauren enthalten. 

Diese Versuche wurden von Bayerle und Podloucky? nicht be- 
statigt, die keine wesentlichen Unterschiede fiir die Peptidase-Wirkung 
von normalem und Krebsserum fanden, wenn optisch aktive Peptide als 
Substrate gebraucht wurden. Es ist bekannt**, daB d-Peptidasen nicht 
nur in Krebs-Geweben, sondern in beinahe allen Geweben vorhanden sind. 

1941 beobachteten Bamann und Schimke®, da Extrakte von 
menschlichen Ovarien d,l-Leucylglycin nur bis 50%, d-Leucylglycin aber 
volkkommen hydrolysieren, obwohl die Spaltungsgeschwindigkeit in 
beiden Fallen sehr verschieden war. Aus diesen Resultaten schlossen die 
Autoren, da8 die /-Aminosaure (entstanden bei der Spaltung der race- 
mischen Peptide) die Spaltung der d-Peptide vollstandig hindere. Es ist 
eine bekannte Tatsache, daB die stereochemische Untersuchung der Pep- 
tidase-Wirkung die Benutzung von optisch aktiven Peptiden erfordert. 

Diese Angaben erlauben, die Resultate von Waldschmidt-Leitz 
und Mayer auch auf andere Weise zu erkliren: die Spaltung der race- 
mischen Peptide durch Krebsserum zu mehr als 50% kénnte davon 
kommen, daB die J-Aminosiure, die bei der Spaltung entsteht, ke ine 
hemmende Wirkung auf die Peptidhydrolyse, wie bei Normalserum und 
Geweben, und manchmal eine aktivierende Wirkung hat. 

Unsere vorliegende Arbeit bestitigt diese Hypothese und zeigt 
auBerdem, da8 auch d-Aminosiuren oft auf die Spaltung von natiir- 
lichen Peptiden aus Nicht-Krebsgeweben hemmend wirken, wihrend sie 
einen stark aktivierenden EinfluB haben, wenn Krebsgewebe benutzt 
werden. Diese Versuche kénnen dazu dienen, normale Gewebe von 
Krebsgeweben zu unterscheiden. 

1 EK. Waldschmidt-Leitz u. K. Mayer, diese Z. 262, IV [1940]. 

2 H. Bayerle u. F.H. Podloucky, diese Z. 264, 189 [1940]. 

3 E. Baman u. O. Schimke, Naturwiss. 29, 515 [1941]. 


4 E.Maschmann, Naturwiss. 29, 518 [1941]. 
5 EK. Bamann u. O.Schimke, Biochem. Z. 310, 131 [1941]. 
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Material und Methode 


Das benutzte Krebsmaterial stammt von 45 Krebs-Geschwiilsten, die sofort 
nach der chirurgischen Operation in den Eisschrank gestellt und dort bis zur Ver- 
arbeitung gehalten wurden. Jeder Tumor wurde histologisch untersucht und 
identifiziert als: Adenocarcinoma und Carcinoma der Brustdriise, des Uterus, 
Magens, Diinndarmes, Penis und von Lymphdriisen, Adenosarcoma und Sarcoma. 
Das normale Gewebe stammte von 25 Fallen: Ovarien, Placenta, Uterus (chronische 
Metritis), Muskel, Haut, Lymphdriisen und benignes Fibrom der Brustdriisen 
und des Uterus. 

Glycerin-Rohextrakte wurden in folgender Weise hergestellt: die Gewebe wur- 
den bei 0° C zerkleinert, zerrieben und mit 1 Tl. Wasser und 3 Tin. (Gewicht) 
Glycerin verdiinnt; dann mindestens 24 Stdn. bei —4°C mit wenig Toluol auf- 
bewahrt. Das Enzym-Praparat wurde zentrifugiert und eine kleine Menge (0,1 
bis 0,2 ml) fiir den enzymatischen Te3t genommen: es wurde 0,l-m. Veronal- 
Puffer benutzt. yy wurde mit Glaselektrode kontrolliert. Aminosiuren und 
Peptide waren von Hoffman-La Roche, Basel (J-Leucin [«],) = — 10,8°; 
d-Leucin [a]; = + 10,79; 1-Isol!eucin [«],° = +11,2°; d-Isoleucin [«];? = —10,99/ 
Lésungsmittel: Wasser). In der Reaktionsmischung war die Konzentration der 
Substratlésungen 0,025-m.;'Temperatur 39° C. Die Hydrolyse wurde nach Grass- 
mann und Heyde® verfolgt (Titrierung der freien Carboxyi-Gruppen mit 
standardisierter alkoholischer KOH). Es wurden auch Kontrollversuche mit 
van Slykes Technik (freie Amino-Gruppentitrierung) gemacht. Experimente 
mit Enzym und Aminosai ven, aber ohne Peptide bzw. nur mit Peptiden, wurden 
ebenfalls gemacht. 


Ergebnisse 


Abb. 1 zeigt einen typischen Versuch mit /-Leucin. Es ist eindeutig, 
da8 U-Leucin die d-Leucylglycin-Spaltung von Rohextrakten von Krebs- 
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Abb. 1. Die Wirkung von /-Leucin auf die Hydrolyse von d-Leucylglycin durch 

Extrakte aus Krebs- und Nicht-Krebsgeweben. Endkonzentration des Substrates 

0,025-m., py 7,6, 39° C. Carcinom der Brustdriise, - - - - - Fibrom der Brust- 
driise. a: mit Zusatz von 0,02-m. J-Leucin, b: ohne /-Leucin. 


6 E. Grassmann u. Heyde, diese Z. 188, 33 [1929]. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. phvsioel. Chemie. 293 
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geweben (Brustkrebs) aktiviert, wogegen bei Nicht-Krebsgeweben 
(Brust-Fibrom) ein kleiner Hemmungseffekt zu beobachten ist. 


Abb. 2 und Tab. 1 zeigen, dab d-Leucin die Hydrolyse von J-Leucyl- 
glycin bei Rohextrakten von Krebsgeweben ebenfalls aktiviert. 
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Abb. 2. Die Wirkung von d-Leucin auf die Hydrolyse von 1-Leucylglycin durch 

Extrakte aus Krebsgeweben. Endkonzentration des Substrates 0,025-m., py 7,6, 

39° C, Magencarcinom, - - - - - Brustdriisencarcinom. a: mit Zusatz von 
0,04-m. d-Leucin, b: ohne d-Leucin. 


Tab. 1. Die Wirkung von d-Leucin auf die Hydrolyse von l-Leucylglycin(0,025-m.) 
durch Extrakte aus menschlichen Krebsgeweben. py 7,6; 7’ = 399°C. d=d-Leucin. 
LG = I-Leucylglycin. 





























S. < Si aa K % Spaltung 
Vers.-Nr. | Zeit in Min. LG |LG-+d LG |LG+d Gewebe 
1 5 0,0063} 0,0091 a 10 | Carcinom der Brustdriise 
15 0,0061] 0,0091} 19 o7 
60 0,0064) 0,0093} 59 72 
2 10 0,0102} 0,0167| 21 32 | Sarcom des Schulterblattes 
25 0,0107| 0,0172} 46 63 
40 0,0107| 0,0174| 63 80 
3 10 0,0022] 0,0055 5 12 | Carcinom der Uterus 
30 0,0018] 0,0053| 12 31 
60 0,0018] 0,0056} 23 54 
4 10 0,0070} 0,0122} 15 25 |Carcinom des Penis 
20 0,0070] 0,0126| 28 45 
40 0,0075} 0,0130} 50 72 
5 10 0,0055} 0,0096} 12 20 | Carcinom des Rectums 
20 0,0050] 0,0093; 21 35 
40 0,0053] 0,0099| 39 60 
Nr. 1 und 2 d-Leucin 0,01-m. 


Nr. 3 und 4 - d-Leucin 0,02-m. K = I1/tlog,, 3 
= d-Leucin 0,04-m. a—x 
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Abb. 3 und Tab. 2 zeigen, da8 d-Leucin keine aktivierende Wirkung 
auf die J-Leucylglycinspaltung hat bei normalen und bei pathologischen 


Nicht-Krebsgeweben; d-Leucin hat keine oder evtl. eine hk+mmende 
Wirkung, die von den Versuchsbedingungen abhangt, und besonders 
von der Endkonzentration der Aminosaure. Andere bereits veréffent- 
lichte Versuche’ zeigen, da8 ahnliche Resultate mit Glycyl-l-lencin als 
Substrat erhalten wurden. 
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Abb. 3. Die Wirkung von d-Leucin auf die Hydrolyse von /-Leucylglycin durch 

Extrakte aus normalen Geweben des Menschen. Endkonzentration des Substrates 

0,025-m, py 7,6, 39° C. Ovarien, - - - - - Placenta. a: mit Zusatz von 0,01-m. 
(obere) bzw. 0,04-m. (untere Kurve) d-Leucin, b: ohne d-Leucin. 


Tab. 2. . Die Wirkung von d-Leucin auf die Hydrolyse von /-Leucylglycin (0,025-m.) 
durch Extrakte aus normalen und Nicht-Krebsgeweben des Menschen. py 7,6; 
T = 39°C. d=d-Leucin. LG = l-Leucylglycin. 
































. bd ok Sie K % Spaltung 
Vers.-Nr. | Zeit in Min. LG |LG-+a LG ILG-+d Gewebe 
1 10 0,0065) 0,0046) 14 10 | Uterus (Chronische Me- 
25 0,0072] 0,0047| 34 24 tritis) 
50 0,0067} 0,0044| 54 40 
2 5 0,011 | 0,011 12 12 | Adenom der Schilddriise 
15 0,011 }0,011 | 32 32 
30 0,012 |0,011 | 57 55 
3 10 0,0036} 0,0022 8 5 | Placenta 
25 0,0041} 0,0024) 21 13 
50 0,0037| 0,0021| 35 22 
Nr. 1 = d-Leucin 0,02-m, 
Nr. 2 = d-Leucin 0,0l-m. K = Ii/t logio | 
Nr. 3 = d-Leucin 0,04-m. 
7 A. Vescia, A. Albano u. A. Iacono, Nature [London] 170, 804 [1952]. 
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Die gleichen Resultate wie mit /-Leucin und d-Leucin wurden auch 


mit /-Isoleucin und d-Isoleucin gewonnen (Abb. 4). 
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Abb. 4. Die Wirkung von d-Isoleucin auf die Hydrolyse von /-Leucylglycin durch 
Extrakt aus Uterus-Carcinom. Endkonzentration des Substrates 0,025-m., py 7,6, 
39°C. a: mit Zusatz von 0,02-m.d-Isoleucin, b: ohne Isoleucin. 


EinfluB der Konzentration der Aminosauren: Die Amino- 
siurekonzentration ist fiir die Bestimmung der aktivierenden Wirkung 
sehr wichtig. In allgemeinem variiert die Konzentration, die die gréBte 
Aktivierung gibt, zwischen 0,005 und 0,03-molar. Zum Beispiel fanden 
wir fiir die 1-Leucylglycin-Hydrolyse bei einer Enzymkonzentration, die 
nach 30 Min. 40% hydrolysiert hat, den gré8ten Aktivierungseffekt bei 
der Endkonzentration 0,02-m. d-Leucin. Héhere Konzentrationen geben 
keine héhere Wirkung (Tab. 3); bei kleiner Konzentration verschwindet 
die Wirkung vollstindig. 


Tab. 3. Der Einflu8 der Aminosiurekonzentration auf die Hydrolyse von 
l-Leucylglycin durch Extrakte aus Uterus-Carcinom. py 7,6; 7’ = 39°C. 

















hii % Spaltung 
Zeit in Min. pment d-Leucin d-Leucin d-Leucin d-Leucin 
0,04-m. 0,02-m. 0,01-m. 0,002-m. 
15 26 44 44 36 25 
30 45 68 68 56 46 
60 73 84 84 79 71 








EinfluB der Wasserstoffionen-Konzentration: Die akti- 
vierende Wirkung von d-Leucin auf die /-Leucylglycinspaltung ist klein 
aber eindeutig bei py 6,2, nimmt ab bis zum Neutralpunkt, nimmt wieder 
zu im alkalischen Bereich bis zum Maximum bei p;; 7,6—7,8, nimmt dann 
schnell ab, und ist bei py 8,3 beinahe Null (Abb. 5). Mit d-Leucylglycin 
wirkt /-Leucin aktivierend zwischen p, 7,2 und 7,8; im sauren Bereich 
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h konnte die Wirkung nicht verfolgt werden, da die enzymatische Aktivitat 


beinahe Null ist. 
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L Abb. 5. EinfluB des py auf die aktivierende Wirkung von d-Leucin auf die 
l-Leucylglycinspaltung durch Extrakt aus Krebsgewebe des Menschen (Adeno- 
carcinom der Brustdriise). d-Leucin 0,02-m., l-Leucylglycin 0,025-m., 39° C. 


Diskussion und Zusammenfassung 


Unsere Arbeit zeigt, daB J-Leucin die d-Leucylglycin-Peptidase 
| Wirkung von normalen Geweben hemmt, aber nicht bei Krebsgeweben. 
Dort ist oft eine Aktivierung klar erkennbar. Deshalb kann man mit 
| Hilfe der Reaktion zwischen J-Leucin und d-Leucylglycin-Dipeptidase 
normale von Krebsgeweben unterscheiden. AuBerdem wurde gezeigt, daB 
d-Leucin die J-Leucylglycin-Peptidase von normalen Geweben nicht 
aktiviert, wohl aber diejenige von Krebsgeweben. Daher ist die Unter- 
scheidung normaler Gewebe von Krebsgeweben auch durch die Reaktion 
zwischen d-Leucin und l-Leucylglycin-Dipeptidase méglich. 

Mit anderen Worten: die eine optische Form von Leucin aktiviert 
haufig die Hydrolyse der Enantio-Form des Leucylglycins in Krebs- 
geweben und hemmt sie in normalen Geweben. Wir hatten schon das 
gleiche fiir optisch aktives Leucin und Glycin-l-leucin-Dipeptidase ge- 
zeigt. 

Waldschmidt-Leitz und Mayers Versuche erscheinen in einem 
neuen Licht, und wir erklaren sie folgenderweise. Bei normalem Serum 
hemmt die bei der Hydrolyse des Racemates entstandene /-Komponente 
die Spaltung des d-Peptides; bei Krebsserum tut sie es nicht. Deshalb 
konnten Bayerle und Podloucky?, die mit optisch aktiven Dipeptiden 
statt mit Racematen arbeiten, die Resultate von Waldschmidt -Leitz 
und Mayer nicht bestitigen, da bei ihren Versuchen keine Enantio- 
Form anwesend war. Unsere Untersuchung erklirt auch Baman und 
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Schimkes Resultate: nur wenn diese Autoren das d,l-Dipeptide als 
Substrate brauchen, entstand /-Leucin, das die Hydrolyse der Dipepti- 
de hemmt. 

Uber die Ursache dieser Unterschiede der Peptidase-Aktivitit zwi- 
schen normalen und Krebsgeweben zu spekulieren, scheint gewagt; es 
ist aber wohl sicher, daB die optische Form der Aminoséuren und der 
Dipeptide in beiden Fallen maBgebend ist. 


Uber Bakterienlipoide 
2. Die Lipoide von Salmonella ballerup (Paracolobactrum ballerup) 


von 


S. Omelik 
(Unter Mitwirkung von B. Briski) 


Aus dem Centralen Hygienischen Institut, Zagreb, Kroatien 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Juni 1953) 


In der ersten Mitteilung! wurde iiber die Eigenschaften der Lipoide 
aus Salmonella typhosa berichtet. In Fortsetzung dieser Arbeit wurden 
die Lipoide eines nichtpathogenen Stammes, Salmonella ballerup* 3, 
untersucht. 

Ein Teil der Lipoide konnte den frischen Bakterien mit Aceton ent- 
zogen werden, waihrend man den Rest durch Extraktion der getrockneten 
Bakterienmasse mit Alkoholaither gewann. Die untersuchten Bakterien 
erwiesen sich recht arm an Lipoiden, sie enthielten im Durchschnitt 
nur 2%. 

Durch Fallen mit Aceton erhielten wir die Phospholipoidfraktion, 
die mehr als die Halfte der Gesamtlipoide umfa8t. Durch Behandeln 
mit heiBem Aceton konnte man aus dieser Fraktion eine lésliche, wachs- 
artige Substanz gewinnen, die nur einen kleinen Anteil (9,5°%) der Total- 
lipoide ausmacht (s. Tab. 1). Es handelt sich um einen Ester, der viel 
Stickstoff und wenig Phosphor enthilt. Durch Verstifung erhielten wir 
22,1% einer wachsartigen Substanz mit 0,91% N und 54,3% Fettsiuren 
mit dem mittleren Mol.-Gewicht 266. Niaheres konnte man iiber diese 
Fraktion nicht feststellen, da die Ausbeute zu klein war. Asselineau4 

erhielt durch Behandlung der Rohphosphatide, aus den Lipoiden von 
Mycobact. tuberculosis, mit heiBem Aceton ebenfalls eine lésliche Frak- 
tion, die aus Mycolsiure und den Estern des Phtiocerols bestand. Auf 
Grund der vorliegenden Angaben ist eine Ahnlichkeit unserer Substanz 
mit den genannten Verbindungen unwahrscheinlich. 


1 §.Cmelik, diese Z. 290, 146—150 [1952]. 

2 F. Kaufmann u. E. MOller, J. of Hyg. 35, 428 [1935]. 

3 D. Longfellow u. G. F. Luipold, Amer. J. Hyg. 87, 206 [1943]. 
4 J. Asselineau, Diss. Paris 1951. 
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Das salzsaure Hydrolysat der acetonunléslichen Phospholipoide ent- 
hielt nach der verteilungschromatographischen Untersuchung 6 bekannte 
Aminoséuren, und zwar Asparaginsaéure, Serin, Glykokoll, 
Alanin, Lysin und Arginin. AuBerdem fanden wir noch eine Amino- 
siure mit einem kleinen Ry-Wert in Butanol-Phenol. Diese Aminoséure 
ist mengenmaéBig dreimal stirker vertreten, als alle anderen Amino- 
siuren; im experimentellen Teil wird gezeigt, da vergeblich versucht 
wurde, sie mit einer Anzahl bekannter Aminoséuren mit ahnlichen Ry- 
Werten zu identifizieren. 


Die Anwesenheit von Aminoséuren in Phosphatiden wurde schon 
von Folch® und Gordon® entdeckt, die das Phosphatidyl-serin bzw. 
Phosphatidyl-oxylysin isolierten. Neulich fanden Barbier und Lederer’ 
das Oxylysin in einem Phosphatid von Mycobacterium phlei. 

Die acetonunlésliche Phospholipoid-Fraktion hat stark,sauren Cha- 
rakter, was vor allem auf die freien Carboxylgruppen der anwesenden 
Aminosauren zuriickzufihren sein wird. 


Der unverseifbare Anteil der Phosphatid-Fraktion besteht aus einer 
wachsartigen Substanz mit einem sehr hohen Stickstoffgehalt (9,85%), 
iiber dessen Natur.wir noch nichts Naheres wissen. Unter den Fettsauren 
iiberwiegen ungesittigte. Die festen Fettsiuren konnten als reine 
Laurinsaure identifiziert werden. 


Ein groBer Anteil der Fettsiuren in den acetonléslichen Lipoiden 
befindet sich im freien Zustande. Diese Tatsache wurde erstmals von 
Chargaff® bei den Lipoiden der Diphtheriebakterien und spiater von 
Anderson® in den Lipoiden der Tuberkelbazillen beobachtet. Wir 
konnten aus diesen Neutrallipoiden eine in kaltem Petrolaéther unlés- 
liche Saure isolieren, deren Neutralisationszahl einer C,-Siure entspricht. 


Der unverseifbare Anteil betrigt 9,6%. Durch chromatographische 
Aufteilung titber Aluminiumoxyd konnten wir 3 mg einer kristallisierten 
Substanz, die nach Reinigung bei 98° schmilzt, isolieren. In unserer 
ersten Mitteilung beschrieben wir eine Substanz, die aus dem Unver- 
seif baren von Salmonella typhosa durch Chromatographie, unter gleichen 
Bedingungen isoliert wurde, und bei 243—245° schmolz. Durch nach- 
trigliche Untersuchung konnten wir feststellen, daB sie mit dem Tri- 
terpen-Keton Friedelin, C,,H;,0, das Ruzicka, Jeger und Ring- 
nes!® aus dem Kork isolierten, identisch ist*. Asselineau? isolierte 


5 J. Folch, J. biol. Chemistry 174, 439 [1948]. 

6 A.H. Gordon, Biochem. J. 45, 99 [1949]. 

7 M. Barbier u. E. Lederer, Biochim. biophysica Acta 8, 590 [1952]. 

8 E. Chargaff, diese Z. 218, 223 [1933]. 

9 J, A.Crowder, F.H.Stodola, M.C.Pangborn u. R. J. Anderson, 
J. Amer. chem. Soc. 58, 636 [1936]. 

10 L. Ruzicka, O. Jeger u. P. Ringnes, Helv. chim. Acta 27, 972 [1944]. 

* Herrn Dr. J. Asselineau, vom Institut de Biologie Physico-Chimique, 
Paris, soll an dieser Stelle fiir seine Anregung sowie fiir eine Probe des Friedelins 
der herzlichste Dank ausgesprochen werden. 
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das Friedelin aus den Lipoiden der Tuberkelbazillen und betrachtet es 
als eine, aus den verwendeten Korkstopfen herriihrende Verunreinigung. 
Bei der Wiederholung der Lipoidextraktion aus Typhusbakterien, unter 
Vermeidung von Korkstopfen, konnten wir das Friedelin wiederholt 
isolieren. Es wird demgemaB doch ein Bestandteil des Bakterienk6rpers 
sein. In den Lipoiden von S. ballerup ist das Friedelin nicht enthalten. 
Die kristallisierte Substanz von Schmp. 98° konnte leider nicht identi- 
fiziert werden. Der Hauptanteil des Unverseifbaren besteht aus un- 
gesaittigten wachsartigen Verbindungen, wahrscheinlich Alkohglen. 
Die festen und die fliissigen Saéuren sind in den Neutrallipoiden 
etwa im Verhaltnis 1:1 enthalten. Zur Identifizierung einzelner Fett- 
siuren zogen wir, neben den tiblichen Verfahren, auch die Papier- 
chromatographie™ 1! heran. Wir konnten durch 6-stdg. Entwickeln in 
99-proz. Methanol und nachtragliches Farben mit Rhodamin B be- 
weisen, daB die Fraktion der festen Sauren ausschlieBlich aus Stearin- 
siure besteht. Dieser Befund stimmt mit den anderen analytischen 
Ergebnissen vollig tiberein. Die fliissigen Fettsitren sind jedoch ein 
Gemenge. Nach dem Entwickeln im 60-proz. Methanol und Farben mit 
Rhodamin B konnte man im Vergleich mit reiner Olsiure eine Ver- 
schiebung des charakteristischen Fleckes beobachten. Dies weist auf die 


Tab. 1. Zusammensetzung verse Lintlenee Lipoidfraktionen 
von Salmonella ballerup. 











Phosphatide 
Neutral- 
lipoide aceton- aceton- 
léslich unléslich 
of we of 
°% der Gesamtlipoide ...... 48,3 9,5 43,2 
Unverseifbares ...... aie sig 9,7 22,1 3,7 
Gesamtfettsiuren ..... fetta 66,1 54,3 56,1 
Wasserloéslicher Anteil 
nach dem Verseifen ...... 24,2 23,6 40,2 
Mittleres Molekulargewicht 
der Fettsiuren ........ 307,2 266,4 _ 
Feste Fettsiuren ..... Legon 42,7 — 42,5 
Fliissige Fettsaéuren : 40,4 -- 57,7 
Stickstoffgehalt ...... — 2,47 2,24 
Phosphorgehalt ...... 0,13 3,87 











Beimengung einer anderen ungesattigten oder fliissigen gesittigten Saure 
hin. Die Fettséuren der Neutrallipoide sind teilweise als Glyceride vor- 
nanden. Mit Kohlenhydraten veresterte Fettsiuren konnten wir nicht 
nachweisen. 





11 H, P. Kaufmann, Fette u. Seifen 52, 331 [1950]. 
12 Vgl. H. P. Kaufmann u. J. Budwig, ibid. 58, 390 [1951]. 
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Beschreibung der Versuche 


Ziichtung der Mikroorganismen 


Salmonella ballerup wurde in Kolleschen Flaschen, auf einem festen Nahr- 
boden aus Rindfleischbriihe und Pepton mit 2° Bacto-agar 24 Stdn. bei 37° ge- 
ziichtet. Insgesamt wurden so 700 Kollesche Flaschen vorbereitet und in Por- 
tionen von je 100 Stiick verarbeitet. 


Herstellung der Lipoide 


Die Mikroorganismen wurden vom Nahrboden mit physiologischer Kochsalz- 
losung abgespiilt und die Suspension (Gesamtvolumen 14 /) 2 Stdn. bei 4000 Um- 
drehungen zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde sofort mit 1,5/ Aceton versetzt 
und 24 Stdn. stehen gelassen. Die gelb gefirbte Lésung wurde abzentrifugiert, 
die Bakterien nochmals in 1 1 Aceton suspendiert und 6 Stdn. bei 50° erwarmt. 
Nach dem Zentrifugieren wurde die Bakterienmasse zweimal in je 500 com Ather- 
Alkohol (1:1) suspendiert und je 2 Stdn. am Wasserbad zum Sieden erwairmt 
und filtriert. Bei einer dritten Behandlung mit Ather-Alkohol konnte man den 
Bakterien keine Lipoide mehr entziehen. Aus den Acetonausziigen sowie den 
Ather-Alkohol-Ausziigen entfernte man die Lésungsmittel durch Vakuum- 
destillation; Schiumen verhinderte man durch Zugabe von n-Octanol. Die bis zur 
Trockne eingedampften Extrakte wurden mit Chloroform digeriert, vereinigt und 
nach dem Abdampfen im Vakuum getrocknet. Die Gesamtlipoide wurde dann in 
Petrolather aufgelést, filtriert und nach dem Abdampfen des Lésungsmittels ge- 
trocknet. Aus etwa 70 g trocknen Bakterien erhielt man 1,46 g (2,08°%) Lipoide 
als braune, halbfeste Masse von eigentiimlichem Geruch. 

Der extrahierte Riickstand (65 g) wurde getrocknet und 6 Stdn. mit Chloro- 
form extrahiert. Es konnten nur Spuren verbliebener Lipoide erhalten werden. 


Abtrennung und Untersuchung der Phospholipoide 


Die Gesamtlipoide (1,46 g) wurden in 10 ccm Petrolather gelést und in die 
10-fache Menge Aceton gegossen; es schied sich ein gelblicher, flockiger Nieder- 
schlag aus. Nach einigen Stunden wurde die klare Fliissigkeit dekantiert, der 
Niederschlag in Petrolather aufgelést und die Fallung wiederholt. Dieses Umfallen 
wurde noch 5-mal wiederholt, das ausgefallte Produkt abzentrifugiert und im 
Vakuum getrocknet. Ausb. 754,4 mg. 

Diese Gesamtphosphatide konnten durch Auskochen mit Aceton in zwei 
Fraktionen getrennt werden. Die fein gepulverten Phosphatide wurden 3-mal mit 
je 75 cem Aceton 1 Stde. am siedenden Wasserbad unter Riickflu8 behandelt und 
heiB filtriert. Nach dem Abdampfen des Lésungsmittels erhielt man 124,5 mg 
(16,594) eines gelblichen Harzes (A). 

Phosphor (nach Pregl-Lieb): 27,5 mg Sbst.: 2,4 mg (NH,)3[P(Mo,04o)4]. 
Stickstoff (nach Kjeldahl): 10,1 mg Sbst.: 1,25 cem n/70-H,SO, 
Gef. P 0,13, N 2,47. 

Der acetonunlésliche Anteil wurde im Vakuum getrocknet und analysiert (B). 
Phosphor (nach Preg!-Lieb): 37,9 mg Sbst.: 102 mg (NH,4)3[P(Mo3019)4]- 
Stickstoff (nach Kjeldahl): 19,8, 20,2 mg Sbst.: 2,20, 2,30 cem n/70-H,SO,. 
Gef. P 3,87 N 2,22, 2,27. 

Die Substanz schwarzte sich bei 170° und schmolz unscharf bei 196°. 
Saurezahl: 93,9. 

Verseifung von A. 69,6 mg Sbst. wurden in 10 ccm 5-proz. methanolischer 
Kalilauge 6 Stdn. unter RiickfluB verseift. Nachdem man aus der Lésung die 
Hialfte des Alkohols abdestilliert hatte, wurden 10 ccm Wasser zugefiigt und 3-mal 
mit je 15 ccm Ather ausgeschiittelt. Die atherischen Ausziige wurden dann ver- 
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einigt und 2-mal mit je 20 cem 25-proz. Methanol, 10 ccm verd. Natronlauge und 
nochmals mit je 20 ccm 25-proz. Methanol gewaschen. Nach dem Verdampfen des 
Athers und Trocknen im Vakuum verblieben 15,4 mg (22,1%) einer gelblichen, 
wachsartigen Substanz. 


Stickstoff (nach Kjeldah]): 15,4 mg Sbst.: 0,7 cem n/70-H,SO,. Gef. N 0,91. 


Die alkalische Seifenlésung und die Waschlésungen wurden vereinigt und aus 
ihnen das enthaltene Methanol im Vakuum abdestilliert, mit verd. Schwefelsaure 
bis zur Kongorotblauung angesiuert und die abgeschiedenen Fettsiuren aus- 
geaithert. Nach dem Trocknen mit Natriumsulfat, Verdampfen und Trocknen im 
Vakuum verblieben 37,8 mg (54,3%) Fettsiuren. Diese Fettsiuren besaBen die 
Neutralisationszahl 210,6 und das mittlere Mol.-Gew. 266,4. 


Verseifung von B.. 167 mg wurden in 20 ccm 5-proz. methanolischer Kali- 
lauge 1 Stde. unter RiickfluB8 verseift. Nachher wurde 10 ccm Methanol ab- 
destilliert, 10 com Wasser dazugefiigt und 3-mal mit je 20 com Ather ausgeschiitte!t. 
Nach dem Waschen der atherischen Schicht mit 25-proz. Methanol, verd. Natron- 
lauge und abermals mit 25-proz. Methanol lie3 man sie im Vakuum verdampfen. 
Es verblieben 7,1 mg (4,24) einer gelblichen, wachsartigen Substanz. 


Stickstoff (nach Kjeldahl): 7,1 mg Sbst.: 3.5 ccm n/70-H,SO,.  Gef. N 9,85. 


Die Seifenlésung wurde mit den Waschlésungen vereinigt, das Methanol aus 
ihnen im Vakuum abdestilliert und mit verd. Schwefelsiure bis zur Kongorot- 


blauung angesduert. Die abgeschiedenen Fettsaiuren wurden in Ather aufgenommen, 


mit Wasser gewaschen und nach dem Trocknen im Vakuum verdampft. Es ver- 
blieben 93,8 mg (56,1%) gelbbrauner Fettsauren. 


In der wasserigen Lisung konnte man nach dem Neutralisieren und Ein- 
dampfen im Vakuum die Anwesenheit von Zuckern nicht nachweisen. 


Die Trennung nach Twitchell ergab 42,5% feste und 51,7% fliissige Fett- 
siuren. Die festen Fettsiuren bestanden hauptsichlich aus Laurinsaure. 


50,0 mg Sbst.: 2,46 ccm »/10-KOH. 
C,,H,,0,, Ber.: Aquiv.-Gew. 200,19, | Neutr.-Zahl 280,23. 
Gef.: Aquiv.-Gew. 203,2, Neutr.-Zahl 276. 


Hydrolyse von B und verteilungschromatographische Unter- 
suchung der Spaltprodukte. 90mg Sbst. wurde mit 5 ccm 6-n.Salzsaure 
48 Stdn. am siedenden Wasserbad hydrolysiert. Das Hydrolysat wurde im Vakuum 
eingedampft und iiber Natronlauge im Vakuum getrocknet. Nach dem Aufldésen 
in 2 cem Wasser entfernte man durch Zentrifugieren den unldslichen Anteil und 
chromatographierte 0,1 ccm des Hydrolysats auf Whatman-Filterpapier Nr. 1 nach 
Consden, Cordon und Martin'*. Das Chromatogramm wurde 96 Stdn. mit 
Butanol und 24 Stdn. mit Phenol entwickelt, danach an der Luft getrocknet und 
mit einer fein zerstaéubten Liésung von 0,1°% Ninhydrin in Chloroform bespriiht. 
Nach einem Erwarmen von 5 Min. bei 90° konnten 7 Flecke beobachtet werden. 
6 Flecke entsprachen nach ihrer Stellung folgenden Aminosiuren: Asparaginsaure 
(1), Serin (2), Glykokoll (3), Alanin (4), Lysin (5), Arginin (6). Der siebente und 
am stairksten ausgepragte Fleck konnte mit keiner in Proteinhydrolysaten vor- 
kommenden Aminosiure identifiziert werden. Vergleichschromatogramme wurden 
von folgenden Aminosiuren, deren Rr-Werte nach Dent der unbekannten 
Aminosaure am nahesten stehen, hergestellt: «-Amino-n-buttersiure, «-Amino- 


13 K. Twitchell, Ind. Engng. Chem. 231, 279—280 [1921]. 

144 R.Consden, A.H. Gordon u. A. J.P. Martin, Biochem. J.38, 224 
224 [1944]. 

1 C. E. Dent, ibidem 48, [1948]. 
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isobuttersiure, B-Alanin, Oxylysin** und d,l-x-Aminocaprylsdure. Keine der Ge- 
nannten entsprach der unbekannten Substanz. Die fiir die Papierchromatographie 
modifizierte Reaktion auf Aminozucker nach Elson-Morgan? wurde ebenfalls 
ausgeftihrt, jedoch ohne Erfolg. 


Butanol 





Phenol 
© 


CD) « 


a® 
Qs. 











Abb. 1. Chromatogramm des Hydrolysats der acetonunléslichen Phospholipoide. 
1. Asparaginsaure, 2. Serin, 3. Glykokoll, 4. Alanin, 5. Lysin, 6. Arginin, 7. nicht 
identifiziert. 


Bearbeitung der Neutrallipoide 


Die vereinigten Acetonlésungen, nach dem Fallen der Phosphatide, wurden im 
Vakuum verdampft, wobei 704 mg (48,3°%) braungefarbter Lipoide anfielen. Die 
Saurezahl dieser Lipoide betrug 182,3. 

591,4 mg dieser Lipoide wurden mit 30 ccm Petrolather behandelt; dabei 
schieden sich 40,1 mg (6,7%) einer weiBen amorphen Substanz aus. Die Neutrali- 
sationszahl 544,2 und Aquiv.-Gewicht 102,8 entsprachen, unter Beriicksichtigung 
einer COOH-Gruppe, einer C,-Saure. 

Verseifung und Untersuchung des Unverseifbaren. 540,3 mg in 
Petrolather léslicher Lipoide wurde mit 0,5 g KOH in 20 ccm Methanol 3 Stdn. 
unter RiickfluB verseift. Das Unverseifbare gewann man auf dieselbe Weise, wie 
bei den Phospholipoiden beschrieben wurde. Nach dem Trocknen im Vakuum ver- 
blieben 52,9 mg (9,7%) Unverseifbares. Die ganze Menge, in 10 ccm Petrolather 
aufgelést, chromatographierte man iiber eine kleine Saule, bestehend aus 6 g Alu- 
miniumoxyd (,,Prolabo‘‘). Als Eluierungsmittel wurden Petrolather, Benzol, Ather, 
Methanol, sowie Kombinationen dieser Liésungsmittel verwendet. Das Eluat wurde 
in Portionen von 25 ccm aufgefangen. Das Ergebnis zeigt folgende Tabelle. 

** Herrn Dr. E. Lederer, vom Institut de Biologie Physico-Chimique, Paris, 
wird hier der herzlichste Dank fiir die Ubersendung des Oxylysins ausgesprochen. 
16 T,, A. Elson u. W.T. J. Morgan, Biochem. J. 2. 27, 1824 [1933]. 
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Nr. Lésungsmittel ness Beschaffenheit 
mg | % 

1 Petrolather ...... 14,2 26,8 gelblich, wachsartig 
2 | Petrolither ...... 0,8 1,5 gelblich, wachsartig 
3 | Petrolither ...... 0,2 0,4 gelblich, amorph 

4 | Petrolather-Benzol (1:1) 3 6,6 kristallisiert 

5 | Petrolather-Benzol (1: 1) 1,8 3,4 gelb, amorph 

6 Petrolather-Benzol (1:1) 1,8 3,4 gelb, dlig 

7 | Benvol ...... nae 3,3 6,2 gelb, dlig 

8 OS ee ee 4,1 7,7 gelblich, amorph 

9 | Benzolather (1:1). . . 11,5 20,6 gelb, dlig 
a. Se 1,5 2,8 weiB, amcrph 

11 Methanol . . 8,7 16,4 farblos, dlig 














Bei Frakt. 1 mit der Jodzahl 107,2 handelt es sich um eine stark ungesattigte 
Substanz. Wegen der leichten Eluierbarkeit mit Petrolather konnte man annehmen, 
daB es sich um einen Kohlenwasserstoff handelt. Frakt. 4 bestand aus einer Sub- 
stanz, die aus Benzol kristallisierte und bei etwa 70° (Kofler-Block) unscharf schmolz. 
Die Substanz wurde zwecks weiterer Reinigung in 2 cem Petrolather aufgelést und 
liber eine ganz kleine Menge Aluminiumoxyd nach Brockmann (,,Merck*“>) filtriert. 
Zuerst wurde mit 2 cem Petrolither nachgewaschen, und dann mit 5 cem Petrol- 
ather, das einige Tropfen Benzol enthielt, eluiert. Nach dem Verdunsten des 
Lésungsmittels kristallisierte die Substanz in Prismen und schmolz scharf bei 98°. 
Frakt. 9 besitzt eine Jodzahl 120. Es wird sich wahrscheinlich um einen héheren 
ungesattigten Alkohol handeln. 

Die Fettsinuren der Neutrallipoide. Die Gewinnung der Fettsauren er- 
folgte, wie es bei den Phospholipoiden beschrieben wurde. Die Neutrallipoide ent- 
halten 66,1% Fettsiuren. Die Trennung iiber die Bleisalze ergab 42,7% feste und 
40,4% fliissige Saéuren. Die festen Sauren bestanden fast ausschlieBlich aus 
Stearinsaure. 

129,6 mg Sbst.: 4,51 ccm n/10-KOH. 
CigH3,0,. Ber. Aquiv.-Gew. 284,46, Neutr.-Zahl 197,02. 
Gef. Aquiv.-Gew. 287,3, Neutr.-Zahl 195,2. 

Die rohe Bleiverbindung schmolz bei 108°. Nach dem Umkristallisieren aus 
Alkohol schmolz sie bei 114° und gab mit Bleistearat keine Depression. 

Die Anwesenheit von Stearinsiure konnte auch auf Grund papierchromato- 
graphischer Untersuchungen bestatigt werden. 2—3 Tropfen in Methanol geloster 
Saure wurden auf Whatmann-Filterpapier Nr. 1 aufgetragen und in 99-proz. 
Methanol 6 Stdn. entwickelt. Zum Vergleich wurden die gleiche Menge reiner 
Stearinséure sowie eine Anzahl anderer Fettsiuren chromatographiert. Das 
Chromatogramm wurde an der Luft getrocknet und in einer 0,1-proz. Lésung von 
Rhodamin B gefarbt. Die Wanderungsgeschwindigkeit sowie die charakteristische 
Form des Flecks entsprach vollkommen reiner Stearinsiure, 

Die fliissigen Fettsiuren besaBen ein Aquiv.-Gew. 277 und Neutralisationszah] 
202,4. Diese Zahlen weichen von den theoretischen Zahlen der Olséure nicht 
sehr ab (Aquiv.-Gew. 272,8, Neutr.-Zahl 198,75), jedoch besteht zwischen der ge- 
fundenen Jodzahl 50,5 und der theoretischen (89,93) ein bedeutender Unter- 
schied. 

Zur Klarung dieser Frage versuchte man die Olsiure chromatographisch nach- 
zuweisen. Die Sauren wurden parallel mit reiner Olsdure auf das Filterpapier auf- 
getragen, 4 Stdn. in 60-proz. Methanol entwickelt und mit Rhodamin B gefarbt. 
Es zeigte sich ein fiir die Olsiure charakteristischer Fleck, mit starker Fluoreszenz 
im UV-Licht, dessen Stellung, wahrscheinlich infolge einer Beimengung, etwas ver- 
draingt war. Versuche, eine Trennung im System Methanol-Wasser bei verschie- 
denen Mischungsverhiltnissen zu erzielen, scheiterten bisher. 
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Nachweis von Glycerin. Das Glycerin wurde wie in Mitteilung I nach 
Feigl!” nachgewiesen. Die Reaktionen auf reduzierbare Zucker mit dem Benzidin- 
reagens und auf nichtreduzierbare Zucker mit Resorcin in Trichloressigsaure fielen 
negativ aus. 


Zusammenfassung 


Die Lipoide von Salmonella ballerup wurden isoliert und untersucht. 
Sie enthalten 51,7% Phosphatide und 48,3% Neutrallipoide. Ein Teil 
der Phosphatide ist in heiBem Aceton léslich und besteht aus stickstoff- 
reichen und phosphorarmen Fettsiureestern. Die reinen Phosphatide 
enthalten eine Anzahl von Aminoséiuren. Von den Fettsiuren wurde 
Laurinsaure isoliert. In den acetonléslichen Lipoiden befindet sich der 
gréBere Anteil von Sauren in freiem Zustande. Die festen Saéuren be- 
stehen aus Stearinsaéure, wahrend die fliissigen ein Gemisch sind. 


es F. Feigl, A. Lenzer, V. Demant, O. Frehden u. V. Anger, Microchim. 
Acta 1, 127—141 [1937]. 


Uber die Dissoziation des Enzym-Coenzym-Systems 
der Bernsteinséuredehydrase aus Leber 


Von 


Helmuth Sprinz und Ernst Waldschmidt-Leitz 
(Unter Mitarbeit von Frau Christa Specht) 


(Aus dem Hepatitis-Laboratorium des 98th General Hospital in Miinchen) 


(Der Schr'ftleitung zugegangen am 19. Juni 1953) 


In einer Untersuchung von Potter und Elvehjem! findet sich 
die Beobachtung, daB die Aktivitét der Succinodehydrase aus Leber 
oder aus Herz bei stairkerer Verdiinnung, z. B. der Organhomogenate, 
eine erhebliche Herabsetzung erfahrt; die Erscheinung ist mit physi- 
kalischen Ursachen, entsprechend einer Verminderung des Kontakts 
mit dem Substrat, erklart worden. Diese Erklarung ist indessen nicht 
zutreffend. Wie wir festgestellt haben, liBt sich die durch Verdiinnen 
von Leberhomogenaten, beispielsweise auf das Zehnfache, bis zu einem 
geringen Betrage herabgesetzte Aktivitaét der Dehydrase bei der Wasser- 
stoffiibertragung von Bernsteinsiure auf Triphenyltetrazoliumchlorid 
(TTC)? sowohl durch gekochtes und enzymatisch inaktives Leber- 
homogenat wie auch durch den dialysierbaren, gleichfalls enzymatisch 


1V.R. Potter u. C.A.Elvehjem, J. biol. Chemistry 114, 495 [1936]; 
vgl. dazu die gleichartigen Beobachtungen bei der Aminosiuredesaminase von 
H. A. Krebs, Biochem. J. 29, 1620 [1935]. 

2 Die Bestimmung der Dehydrasewirkung erfolgte nach dem von H. Sprinz 
u. E. Waldschmidt-Leitz, diese Z. 298, 16 [1953], angegebenen Verfahren 
durch kolorimetrische Messung des gebildeten Formazans. 
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inaktiven Anteil frischen Homogenats weitgehend wiederherstellen. 
Leberkochsaft wie -dialysat enthalten also einen oder mehrere koch- 
bestandige und dialysable Anteile des urspriinglichen Dehydrase- 
systems. Die bei der Verdiinnung eintretende Inaktivierung der Dehy- 
drase ist auf eine Dissoziation des Enzym-Coenzym-Systems zuriick- 
zufiihren. 

Uberraschenderweise wirkt auch Diphospho-pyridin-nucleotid (DPN) 
als Aktivator der durch Verdiinnen inaktivierten Dehydrase; denn 
nach den Angaben der Literatur® gilt DPN nicht als Coenzym der 
Bernsteinsiéuredehydrase. Die Leberdialysate scheinen indessen auBer 
DPN, falls dieses vorhanden ist und bei der Reaktivierung mitwirkt, 
noch einen weiteren aktivierenden Faktor zu enthalten, da die Reakti- 
vierung durch Dialysat eine vollstandigere ist als die auf Zusatz von 
DPN erreichbare. Versuche zur Isolierung der wirksamen Faktoren 
sind aber noch nicht ausgefiihrt worden. Besondere Versuche haben 
ergeben, daB eine Reaktivierung der verdiinnten Lebersuspensionen 
durch den dialysablen Anteil auch bei Verwendung anderer Wasser- 
stoffdonatoren als Succinat, beispielsweise von Lactat, Glutamat oder 
Glucose, zu beobachten ist, auch erfolgt sie, ebenso wie die durch DPN 
bewirkte, anscheinend unabhingig vom p, des Bestimmungsansatzes. 


Fir die, Alkoholdehydrase aus Hefe haben zuerst Negelein und 
Wulff* aus der mit der DPN-Konzentration steigenden Aktivitat die 
Dissoziationskonstante der Enzym-Coenzym-Verbindung abgeleitet, fiir 
die Alkoholdehydrase aus Pferdeleber sind dann von Theorell und 
Mitarbeitern® eingehende Gleichgewichtsmessungen des Systems Enzym- 
DPN vorgenommen worden. In einer demnichst zu ver6dffentlichenden 
Mitteilung® werden wir auch zur Frage der Dissoziationsverhaltnisse 
des Systems Succinodehydrase-DPN niher Stellung nehmen. 


Beschreibung der Versuche 
Tab. 1. EinfluB der Verdiinnung auf die Dehydraseaktivitat 


(Leber aus frisch durch Kopfschlag getéteten Mausen entnommen und kurze Zeit 
in mit Stickstoff gefiilltem Exsiccator belassen; 1,0 g in eisgekiihlter Reibschale 
zerrieben und mit 10,0 ccm m/15-Phosphatpuffer vom py 7,0 homogenisiert, auf- 
bewahrt in Stickstoffatmosphare; je 0,50 com des Homogenats (1: 10) unverdiinnt 
und nach Verdiinnen mit steigenden Mengen des Puffers bestimmt; Bestimmungs- 
ansatz: Homogenat mit 1,0 ccm der Liésung von 20 mg Triphenyltetrazolium- 
chlorid in m/15-Phosphatpuffer vom pq 7,6 bzw. Puffer allein auf 3,0 ccm ver- 

3 Vgl. B. Anderson, diese Z. 225, 57 [1934]; E. Kun u. L. G. Abood, 
Science [New York] 109, 144 [1949]. Dagegen haben C. O. Jensen, W. Sacks 
u. F. A. Baldauski (Science [Washington] 113, 65 [1951] an einem Succino- 
dehydrasepriparat aus Weizenembryonen bei py 6,6 die Unentbehrlichkeit von 
DPN fir die Enzymwirkung beschrieben. 

4 E. Negelein u. H.-J. Wulff, Biochem. Z. 298, 351 [1937]. 

5 H. Theorell u. R. Bonnichsen, Acta chem. scand. 5, 1105 [1951]; 
H. Theorell u. B. Chance, ebenda 5, 1127 [1951]. 

6 Mit Fr. Roewer. 
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diinnt; py des Ansatzes 7,2; 37°; 1 Stde.; gebildetes Formazan nach Lésung in 
Aceton im Coleman-Spektrophotometer bei 5200 A bestimmt; Angaben beziehen 
sich auf die Wirksamkeit von jeweils 1 mg Lebertrockensubstanz). 








Verdiinnungsgrad | Geb. Formazan (y) 
1:10 50,0; 50,0; 67,5 
1:50 32,5; 32,5; 35,0 
1: 100 10,0; 7,5; 10,0 
1: 200 4,0; 4,0; 4,0 


Tab. 2. Inaktivierung von Leberhomogenat durch Kochen 
(Mauseleberhomogenat in m/15-Phosphatpuffer vom py 7,0 (1: 10), wie in Tab. 1 
bereitet, verschiedene Zeiten gekocht, sodann nach dem Abkiihlen und Abzentri- 
fugieren des abgeschiedenen Koagulats bestimmt, wie in Tab. 1 angegeben; Be- 
stimmungsdauer 1 Stde.; Angaben beziehen sich auf die Wirksamkeit von jeweils 

1 mg Trockenleber). 








Kochdauer | Angewandte Analysenprobe | Geb. Formazan 

: Min. com y 

0 0,5 25,0; 27,0 
3 2,5 1,7 
10,0 LJ 

5 1,0 

3,0 0,8 
10,0 0,8 
10 1,0 IY 
3,0 Li 
10,0 sy 








Tab. 3. Reaktivierung durch Leberkochsaft 


(Kochsaft aus Leberhomogenat in Phosphatpuffer (1:10) durch 5 Min. langes 

Kochen dargestellt, wie in Tab. 2 beschrieben; steigende Mengen Kochsaft zu 

frischem, durch Verdiinnen inaktiviertem Homogenat zugesetzt; Aktivitaét be- 

stimmt, wie in Tab. 1 angegeben; 1 Stde.; Angaben beziehen sich auf die Wirk- 
samkeit von 1 mg Trockenleber). 























: Zuges. Kochsaft Geb. Formazan 
Angew. Losung ccm 
ccm y 
Leberhomogenat 1:10 0,5 ~ 50,0 
Leberhomogenat 1: 200 1,0 -- 2,0 
Leberkochsaft 1,0 — 2,0 
Leberhomogenat 1: 200 0,5 3,0 20,0; 20,0 
Leberhomogenat 1: 200 0,5 4,0 29,0; 30,8 
Leberhomogenat 1: 200 0,5 5,0 38,2; 38,2 
Leberhomogenat 1: 200 0,5 6,0 43,6; 45,4 
Leberhomogenat 1: 200 0,5 7,0 40,0; 38,2 


Tab. 4. Reaktivierung durch Dialysat 


(10 g Ochsenleber in 100 ccm m/15-Phosphatpuffer vom py 7,0 und 5° 2 Min. 
homogenisiert, Homogenat 22 Stdn. gegen 11 dest. Wassers dialysiert, Dialysat 


(AuBenfliissigkeit) bei 30° im Vakuum auf 100 ccm eingeengt (Dauer des Einengens 





232 Helmuth Sprinz und Ernst Waldschmidt-Leitz, Bd. 293 (1953) 


8 Stdn.); aktivierende Wirkung des Dialysats bestimmt gegeniiber verdiinntem 
Leberhomogenat (aus Mauseleber); 1 Stde.; Angaben beziehen sich auf die Wirk- 
samkeit von 1 mg Trockenleber). 

















a Zuges. Dialysat Geb. Formazan 
Angew. Loésung com , 
cem y 
Leberhomogenat 1: 10 0,5 45,8; 45,8 
Leberhomogenat 1: 200 1,0 hy eae be | 
Dialysat 2,0 - 0; 0 
Dialysat 4,0 — 0; 0 
Dialysat 10,0 - iis. ayy 
Leberhomogenat 1: 200 1,0 2,0 3,4; 3,4 
Leberhomogenat 1: 200 1,0 4,0 8,3; 7,5 
Leberhomogenat 1: 200 1,0 10,0 15,0; 15,8 


Tab. 5. Aktivierung durch Diphospho-pyridin-nucleotid (DPN) 
(Aktivierung bestimmt gegeniiber Leberhomogenat verschiedener Verdiinnung 
[aus Mauseleber]; 0,25-proz. Lésung von DPN [Schwartz Laboratories, Inc., 
New York; Reinheitsgrad 65°]; 1 Stde.; Angaben beziehen sich auf die Wirk- 

samkeit von 1 mg Trockenleber). 











Angew. Leberhomogenat pom Zuges. DPN Geb. Formazan 
Verdiinnung ecm y 
1:10 | 0,5 - 50,0; 52,0 
1: 200 1,0 2,6; 3,4 
1:10 0,5 2,0 60,5 
1: 200 1,0 2,0 14,4 
1: 200 1,0 4,0 15,1 








Tab. 6. Aktivierung von frischem und dialysiertem Leberhomogenat 
(Dialyse von Ochsenleberhomogenat vorgenommen, wie in Tab. 4 beschrieben; 
aktivierende Wirkung von Dialysat und von DPN gepriift gegeniiber dem der 
Dialyse unterworfenen und gegeniiber dem nichtdialysierten, verdiinnten Leber- 
homogenat; 1 Stde.; Angaben beziehen sich auf die Wirksamkeit von 1 mg Trocken- 

















leber). 
" Zugesetzt Geb. Formazan 
Angew. Lésung ecm F ; 

DPN (mg)|Dialysat(ccm) y 
Leberhomogenat 1: 10 0,5 - _ 48,0 
Leberhomogenat 1: 200 1,0 _ 3,6 
Dialys. Homogenat, unverdiinnt | 0,5 — 1,5 
Dialys. Homogenat, 1: 20 verd. 1,0 - — 
Dialys. Homogenat, unverdiinnt | 0,5 0,25 - 1,8 
Dialys. Homogenat, unverdiinnt 0,5 2,0 — 7,5 
Dialys. Homogenat, 1: 20 verd. 1,0 0,25 -- 0 
Dialys. Homogenat, 1: 20 verd. 1,0 2,0 — 5,4 
Leberhomogenat 1: 200 1,0 2,0 — 12,5 
Leberhomogenat 1: 200 1,0 = 4,0 6,4 
Leberhomogenat 1 : 200 1,0 6,0 9,1 
Leberhomogenat 1: 200 1,0 8,0 12,5 
Leberhomogenat 1: 200 1,0 10,0 20,0 
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Tab. 7. Aktivierung durch Dialysat und DPN bei verschiedenem pq 
(Dialysat aus Ochsenleberhomogenat bereitet, wie in Tab. 4 beschrieben; akti- 
vierende Wirkung gepriift gegeniiber verdiinntem Homogenat aus Mauseleber in 
m/15-Phosphatpuffer vom pq 7,6 bzw. 6,6; 1 Stde.; Angaben beziehen sich auf 
die Wirksamkeit von 1 mg Trockenleber). 


























4 z Zugesetzt Geb. Formazan 
Angew. Lésung ccm | Py ; 
Dialysat (ccm) |DPN(mg) y 

Leberhomogenat 1:10 | 0,5 | 7,6 -- — 50,0 
Leberhomogenat 1:200] 1,0 | 7,6 — oo 3,4 
Dialysat 10,0 | 7,6 -- - 0 
Leberhomogenat 1:10 | 0,5 | 7,6 10,0 — 54,3 
Leberhomogenat 1:10 | 0,5 | 7,6 — 5,0 56,3 
Leberhomogenat 1:200} 1,0 | 7,6 4,0 — 5,1 
Leberhomogenat 1:200; 1,0 | 7,6 10,0 _ 15,0 
Leberhomogenat 1:200] 1,0 | 7,6 — 5,0 iso 
Leberhomogenat 1:10 | 0,5 | 6,6 — — 27,0; 25,0 
Leberhomogenat 1:200] 1,0 | 6,6 -- - 1,7; 0,8 
Leberhomogenat 1:200] 1,0 | 6,6 4,0 — 3,4 
Leberhomogenat 1:200] 1,0 | 6,6 10,0 — 66; 7,65 

1:200| 1,0 | 6,6 — 5,0 


Leberhomogenat 


Tab. 8. Aktivierung durch Dialysat gegeniiber verschiedenen Substraten 
(Dialysat aus Ochsenleber, gepriift gegeniiber verdiinntem Homogenat aus Mause- 
leber; Py 7,2; 1,0 ccm 0,1-m. Na-Succinat bzw. K-Lactat bzw. K-Glutamat bzw. 
Glucose; 1 Stde.; Angaben beziehen sich auf die Wirksamkeit von 1 mg Trocken- 
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leber). 
‘ or Angew. Sub- | Zuges. Dialysat | Geb. Formazan 
ngew. Lésung ccm 

strat ecm y 
Leberhomogenat 1:10 0,5 Succinat — 54,5 
Leberhomogenat 1:200 1,0 Succinat — 1,8 
Dialysat 10,0 Succinat — 0 
Leberhomogenat 1:200 1,0 Succinat 2,0 3,6 
Leberhomogenat 1:200 1,0 Succinat 4,0 5,4 
Leberhomogenat 1:200 1,0 Succinat 6,0 8,2 
Leberhomogenat 1:200 1,0 Succinat 8,0 10,9 
Leberhomogenat 1:200 1,0 Succinat 10,0 14,6 
Leberhomogenat 1:200 1,0 Succinat 12,0 18,2 
Leberhomogenat 1:200 1,0 Lactat — 0 
Leberhomogenat 1:200 1,0 Lactat 4,0 3,6 
Leberhomogenat 1:200 1,0 Glutamat — 0,9 
Leberhomogenat 1:200 1,0 Glutamat 4,0 5,4 
Leberhomogenat 1:200 1,0 Glucose - 0,9 
Leberhomogenat 1:200 1,0 Glucose 4,0 4,5 


Tab. 9. Aktivierung durch Dialysat und DPN bei héherer Konzentration an TTC 


(Dialysat aus Ochsenleberhomogenat; 3,5 com verd. Mauseleberhomogenat [1:50]; 
240 mg TTC; Gesamtvolumen 28,0 ccm, durch Zugabe von m/15-Phosphatpuffer 


16 
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hergestellt; gq 7,2; 1 Stde.; Angaben beziehen sich auf die Wirksamkeit von 
1 mg Trockenleber). 














prey 7 Zugesetzt : Geb. Formazan 

Dialysat (ccm) DPN (mg) y 
Leberhomogenat. ... . — -- 20,9 
Dialysat (20,0cem) .. . ~ — 0 
Leberhomogenat. ... . 5,0 — 14,8 
Leberhomogenat. ... . 10,0 — 19,4 
Leberhomogenat. ... . 15,0 —- 23,8 
Leberhomogenat. . .. . 20,0 -- 31,2 
Leberhomogenat. . .. . — 0,191 8,9 
Leberhomogenat. . .. . — 0,382 11,9 
Leberhomogenat. . .. . — 0,573 16,3 
Leberhomogenat. ... . — 0,764 22.3 





Tab. 10. Hemmung der Succinodehydrase durch Pyruvat 
(Mauseleberhomogenat; 20 mg TTC; Zusatz von Na-Pyruvat, molare Konzentration 
auf das Gesamtvolumen bezogen; py 7,2; 1 Stde.; Angaben beziehen sich auf 

die Wirksamkeit von 1 mg Trockenleber). 














Angew. Lésung ecm Pyruvatkonz. (mol.)} Geb. Formazan (y) 
Leberhomogenat 1:10 0,5 = 48,0 
Leberhomogenat 1:10 0,5 0,02 20,9 
Leberhomogenat, 1:10 0,5 0,002 33,5 
Leberhomogenat 1:200 1,0 3,4 
Leberhomogenat 1:200 1,0 0,02 0,8 
Leberhomogenat 1:200 1,0 0,002 2,5 


Zusammenfassung 
Bernsteinsiuredehydrase aus Leber wird beim Verdiinnen der 
Leberhomogenat? infolge eintretender Dissoziation des Enzym-Coen- 
zym-Systems inaktiviert. Eine Reaktivierung des Enzyms Ja8t sich 
durch Zusatz von Leberkochsaft wie auch von Leberdialysat erzislen; 
auch Diphospho-pyridin-nucleotid wirkt aktivierend auf die durch 
Verdiinnen inaktivierte Dehydrase. 


Uber die Spaltung von Threonin durch Escherichia coli 
Von 
C. Lenti und M. A. Grillo 
Aus dem Institut fiir chemische Biologie der Universitit Turin 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Juni 1953) 


Nach jiingsten Untersuchungen desaminieren ruhende Suspen- 
sionen von Escherichia coli in 0,15-m. NaCl, welche ein Drittel ihres 
Volumens 0,07-m. Phosphatpuffer (p, 7,35) enthalt, aktiv aerob und 
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anaerob das d,l-Threonin!. Im Gegensatz zu den Versuchsergebnissen 
mit Suspensionen von abgetéteten Bakterien scheint hier neben Am- 
moniak keine «-Ketobutterséure aufzutreten, es entsteht aber Acetal- 
dehyd, der durch einen dauernden Luftstrom abgeblasen und in vor- 
gelegter Natriumbisulfitlésung gebunden werden kann. Sein Nachweis 
gelingt mit Hilfe der Farbreaktion von Eegriwe? mit H,SO, und p-Oxy- 
diphenyl, welche als spezifisch fiir Acetaldehyd erkannt wurde*. Die 
Bildung des Acetaldehyds wurde weiter sichergestellt durch dessen 
Uberfiihrung in das 2.4-Dinitro-phenylhydrazon, das analysiert wurde. 
Als Aktivatoren der Acetaldehydbildung erwiesen sich Pyridoxal- 
phosphat, Glutathion und Adenosin-5-phosphat. 


Methodik 


Die Bakterien Escherichia coli, 7020 Stamm von American Type Culture 
Collection, wurden in 50 ml Nahrlésung (100 ml Wasser, 10 g Pepton, 5 g Fleisch- 
extrakt, 5 g NaCl, pq 7,2) angesetzt und 24 Stdn. im Brutschrank bei 37° geziichtet. 
Die entwickelte Bakterienmasse wurde dann bei 0° zentrifugiert, zweimal mit 
0,15-m. NaCl gewaschen und endlich gleichmaBig in 0,15-m. NaCl suspendiert, 
welcher 1/, ihres Volumens 0,07-m. Phosphatpuffer (py 7,35) zugefiigt wurde. 

Im allgemeinen bestand das System aus 2 ml der Bakteriensuspension, 
1 ml der Lésung, welche die zu priifenden Substanzen enthalt und | ml 0,05-m. 
dl-Threonin. Der Gasraum bestand aus (atmosphiarischer) Luft. Die Versuche 
wurden bei 37° C.ausgefiihrt und dauerten 60 Minuten. Sie werden in kleinen 
Apparaten durchgefiihrt, wie sie von Lieb und Zacherl‘ fiir die Milchsaure- 
bestimmung gebraucht wurden. Wahrend der Inkubation lie8 man ununter- 
brochen Luft durch das System perlen, so daB der Aldehyd fortlaufend entfernt 
wurde, sobald er sich bildete; er wurde in gekiihltem 0,1-m. NaHSO, gebunden. 
In seiner Bisulfitverbindung wurde er mit der Reaktion von Eegriwe? nach den 
von Stotz® beschriebenen Bedingungen bestimmt. 

Zum Nachweis von Ammoniak wurden die Versuche in groBen kegelf6rmigen 
GeféBen nach Barcroft-Warburg durchgefiihrt und das Ammoniak nach 
Umbreit® bestimmt. Der Sauerstoffverbrauch wurde mit der manometrischen 
Methode von Barcroft-Warburg gemessen, PO,’’’ nach Youngbourg und 
Youngbourg’ bestimmt. 


Ergebnisse 


I. Nachweis von Acetaldehyd als Spaltungsprodukt von 
d,l-Threonin 


In einem typischen Versuch wurde die Bakterienmasse, welche 24 Stdn. in 
101 Nahrlésung geziichtet worden war, zentrifugiert und in 500 ml 0,15-m. NaCl, 
die zu 1/, ihres Volumens 0,07-m. Phosphatpuffer (py 7,35) enthielt, suspendiert 
und mit 100 ml 0,05-m. d,l-Threonin-Lésung versetzt. Der Versuch wurde in 
einem groBen Apparate, der dem von Lieb und Zacher! ahnlich war, 75 Min. 


1 C. Lenti u. M.A. Grillo, Atti Accad. Sci. Torino 86, 269 [1951—1952]. 

2 E. Eegriwe, Z. analyt. Chem. 95, 323 [1933]. 

3 B. F. Miller u. J. A.Muntz, J. biol. Chemistry 126, 413 [1939]; S. B. 
Barker u. W.H. Summerson, J. biol. Chemistry 188, 535 [1941]. 

4H. Lieb u. M.K. Zacherl, diese Z. 211, 211 [1932]. 

5 E. Stotz, J. biol. Chemistry 148, 585 [1943]. 

6 W.W. Umbreit, R.H. Burris u. J. F. Stauffer, Manometric_ techni- 
ques and tissue metabolism, Minneapolis Burgess [1949], S. 161. 

7 G.E. Youngbourg u. M. V. Youngbourg, J. Lab. clin. Med. 66, 158 
[1930]. 
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bei 37° C ausgefiihrt. Der wie beschrieben in Bisulfit-Lésung aufgefangene Acet- 
aldehyd wurde durch Versetzen der Bisulfit-Lésung mit festem NaHCO, frei 
gemacht und in eisgekiihltes Wasser iiberdestilliert. Dann versetzte man die 
Aldehydlésung mit dem gleichen Volumen einer frisch bereiteten gesittigten 
Lésung von 2.4-Dinitrophenylhydrazin in 2-n.HCl. Der nach 24 Stdn. im Eis. 
schrank erhaltene Niederschlag wurde auf Jenaer Glasfilter gesammelt, zuerst 
mit n-HCl und dann mit dest. Wasser ausgewaschen und endlich im Vakuum iiber 
P.O; getrocknet. Man erhielt auf diese Weise 32 mg einer zitronengelben Substanz, 
die nach wiederholtem Umkristallisieren aus Methanol bei 159—160°C (Zers,) 
schmolz und mit Acetaldehyd-2.4-dinitrophenylhydrazon (Schmp. 160°) keine 
Depression gab. 
Mikroanalyse: CsH,O,N,. ‘Ber. C 42,84, H 3,60, N 25,00. 
Gef. C 43,36, H 3,59, N 24,40. 
Damit ist bewiesen, daB sich bei der Threoninspaltung durch 
Escherichia coli Acetaldehyd bildet, so wie es in der Leber vom Meer. 
schweinchen®, in der Leber, Milz, Mark, Herz, Niere, Hode, Gehirn der 


Ratte® und bei Saccharcmyces cerevisiae ® der Fall ist. 


II. Aktivierung der Spaltung von Threonin zu Acetaldehyd 
mit Pyridoxalphosphat, Glutathion und Adenosin- 
5-phosphat 


Die Acetaldehydbildung und die Desaminierung bei der Spaltung 
von Threcnin nehmen nach Zusatz von Pyridoxalphosphat deutlich zu 
(Tab. 1). Diese Beobachtung wird durch die Hemmung der Reaktion 
mit Hydroxylamin, das mit Carbonylverbindungen reagieren kann, be- 
statigt. Andere Verbindungen, wie Semicarbazid und Cyanid, welche 
dieselbe Reaktion geben kénnen, sind wirkungslos. Das schlieBt aber 
die Moéglichkeit nicht aus, daB ein Carbonyl im Molekil der Threonin 
spaltenden Enzyme vorhanden ist, weil ein solches Verhalten, auch 
wenn wir den Mechanismus nicht kennen, in jenen Systemen, die sicher- 
lich Carbony] enthalten, nicht selten ist. 


Tab. 1. Wirkung von Pyridoxalphosphat auf die Ammoniak- und Acetaldehyd- 
bildung aus d,/-Threonin. 
Versuchsansatze: 2 ml Bakteriensuspension; 1 ml 0,08-m. d,l-Threonin (Roche) 
oder 1 ml H,0; je 1 ml 0,0016-m. Ca-Pyridoxalphosphat oder 0,001-m. Hydroxy]- 
amin oder 0,1-m. Semicarbazid oder 0,03-m. Cyanid oder H,0. 














Effektor Gebildetes Ammoniak Gebildeter CH,-CHO 
HE Hg 
=e eee 35 18 
Pyridoxalphosphat . . 45 43 
Hydroxylamin ... . -- 0 
Semicarbazid. . .. . -- 20 
MOP AINY 6 or sass, 1 wos 32 19 


Herrn Prof. Dr. W. W. Umbreit sei fiir die Uberlassung von Pyridoxal- 
phosphat bestens gedankt. 


8 §. Y. Vilenkina, [Doklady] Acad. Nauk URSS. 69, 385 [1949]. 
® C. Lenti, Giorn. Biochimica, 2, 213 [1953]. 
10 M. A. Grillo, Arch. Scienze biol., im Druck. 
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Pyridoxylphosphat aktiviert die Acetaldehydbildung aus Threonin 
auch in der Leber". Es katalysiert auch als Co-Ferment von Holo- 
fermenten, die Threonin-Spaltung in Neurospora crassa, die 1-Threonin- 
Dehydrogenase!? und, wie es scheint, die d-Threonin-Dehydrogenase ™. 

Die Bildung von Acetaldehyd aus d,l-Threonin durch Escherichia 
Coli wird auch von Adenosin-5-phosphat und von Glutathion gefordert 
(Tab. 2). Das Nucleotid ist ohne Wirkung auf die Ammoniakbildung; 
das Tripeptid vermindert sie. 


Tab. 2. Wirkung von Glutathion und Adenosin-5-phosphat auf die Ammoniak- 
und Acetaldehydbildung aus d,l-Threonin. 

Versuchsansatze: 2 ml Bakteriensuspension; je 1 ml 0,08-m. d,/-Threonin oder 

H,O; je 1 ml 0,008-m. Glutathion (Roche) oder 0,014-m. Adenosin-5-phosphat 








oder H,0. 
= Geb. NH Geb. CH, - CHO 
Effektor 1g 3 ug. 
Ne SR 44 20 
Glutathion. . .... 31 7] 
Adenosin-5-phosphat_ . 42 38 








Nach Wood und Gunsalus!! aktivieren die beiden Verbindungen 
zusammen den Abbau von d,l-Threonin zu «-Ketobuttersiure und 
Ammoniak, welche von einem wenig gereinigten, aber zellfreiem Enzym- 
praparat, das man von Fscherichia coli erhielt, ausgeht. 

Glutathion und Adenosin-5-phosphat férdern in gleicher Weise die 
Acetaldehydbildung aus Threonin durch die Leber!!. Unerklart bleibt 
der Vorgang beider Aktivierungen. Die Anwesenheit einer Nucleosid- 
5-phosphatase in der Bakteriensuspension, die das Adenosin-5-phosphat 
spaltet (Tab. 3) rechtfertigt vielleicht die Notwendigkeit des Nucleotids. 
Es scheint, daB die Wirkung von Glutathion auf die Acetaldehydbildung 
nicht einer Reaktivierung oder einem Schutz von SH-Gruppen des 
Ferments zuzuschreiben ist, weil der ProzeB nicht von 0,0008-m. p-Chlor- 
quecksilberbenzoat, 0,0002-m. o-Jodoso-benzoesiure und 0,0005-m. 
Jodacetamid gehemmt wird. Auch die Toluolwirkung beweist, da der 


Tab. 3. Spaltung von Adenosin-5-phosphat durch ruhende Suspensionen von 
Escherichia coli. 
Versuchsansétze: 1 ml Bakteriensuspension; 1 ml Veronal-Natriumacetat-Puffer 
nach Michaelis py 7,9; je 2 ml 0,007-m. Adenosin-5-phosphat (Sigma Chem. Co.) 
oder H,O; 0,2 ml 0,05-m. MgCl,. 30 Min. bei 37°. 








Substrat Abgespalteter P 
ug 
eet ee oe eT 4 
Adenosin-5-phosphat . 22 





11 (, Lenti u.M. A. Grillo, Boll. Soc. ital. Biol. sperim. 28, 1970 [1952]. 
12 J.L. Reissig, Arch. Biochem. Biophysics 86, 234 [1952]. 

13 ©, Yanofsky, J. biol. Chemistry 198, 343 [1952]. 

14 W.A.Wood u. I.C. Gunsalus, J. biol. Chemistry 181, 171 [1949]. 
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DesaminierungsprozeB von der Acetaldehydbildung unabhangig ist. 
In der Tat hemmt Toluol vollkommen die Threonin-Desaminierung, 
wahrend es die Acetaldehydbildung nicht beeinfluBt, auch wenn der 
ProzeB mit Glutathion aktiviert wird. Zum Unterschied von Toluol 
hindert das Arsenit, das auch die Desaminierung hemmt, die Acetal- 
dehydbildung (Tab. 4). Bemerkenswert ist, da die Oxydationen in den 


Tab. 4. Wirkung von Toluol, Arsenit und Natriumazid auf die Ammoniak- und 
Acetaldehydbildung aus d,/-Threonin 
Versuchsansatze: 2 ml mit oder ohne Toluol behandelte Bakteriensuspension; 
je 1 ml 0,08-m, d,l-Threonin oder H,O; je 1 ml 0,008-m. Glutathion oder 0,01-m. 
Arsenit oder 0,002-m. Natriumazid oder H,O 











Effektor Geb. NH, Geb. CH,-CHO 

Hg ug 

cue a Te eee 38 15 
Glutathion. ..... 20 51 
NINE eS et be 18 16 
Glutathion + Toluol 18 : 50 
mien 4 . a2. « . 4 4 
Natriumazid ..... 38 0 


Versuchen mit Toluol und mit Arsenit ganz gehemmt sind. Das Natrium- 
azid hebt die. Acetaldehydsynthese vollstaindig auf, wahrend es ohne 
Wirkung auf-die Desaminierung und den Sauerstoffverbrauch ist?. 

Nach Lichstein und Christman” ist Biotin ein anderer Akti- 
vator der Desaminierung von Threonin bei mehreren Bakterienarten 
(coli, vulgaris, cadaveris). Das gilt nicht fiir die ruhenden Bakterien- 
suspensionen von Escherichia coli. Auch auf die Oxydationsprozesse und 
auf die Acetaldehydsynthese hat dieser Stoff keine Wirkung. 


Tab. 5. Wirkung von Biotin auf die Desaminierung, Oxydation und Acetaldehyd- 
bildung von d,/-Threonin. 
Versuchsansétze: 2 ml Bakteriensuspension; je 1 ml 0,08-m.d,l-Threonin oder 
H,0; je 1 ml 0,004-m. Biotin (Sigma Chem. Co.) oder H,O. 











Effektor O,-Verbrauch | Geb. NH, Geb. CH,:CHO 
pl ug Lg 
- ak ae 68 59 23 
1 anh ee eam 64 55 25 





Der Firma Hoffmann La- Roche, Basel, méchten wir fiir die Uberlassung 
von d,l-Threonin und Glutathion unseren Dank aussprechen. 


Zusammenfassung 
Ruhende Suspensionen von Escherichia coli desamimieren das 
d,l-Threonin unter aeroben Bedingungen. Bei der Spaltung der Oxy- 
aminosaure bildet sich Acetaldehyd neben Ammoniak. Der Proze$ wird 
durch Pyridoxalphosphat, Glutathion und Adenosin-5-phosphat akti- 
viert. Wirkungslos hingegen ist das Biotin. 


8 H.C, Lichstein u. J. F. Christman, J. biol. Chemistry 175, 649 [1948]. 
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Uber das Vorkommen von Malonsaure im Harn 


Von 
Karl Thomas und Hans Kalbe 
Aus der Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) 
der Max-Planck-Gesellschaft, Géttingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Juli 1953) 


Otto Warburg zum 8. Oktober gewidmet 


Bernsteinsiéure fanden wir in Spuren regelmaBig im Menschen- 
harn!. Vermehrt tritt sie auf bei Fiitterung vollsynthetischer Speisefette 
bestimmter Herkunft?. Fiir ihre Vermehrung sind sehr wahrscheinlich 
aliphatische Dicarbonsauren verantwortlich zu machen, die als Schlacken 
unvollstaindiger Verbrennung dieser Kunstprodukte dabei in Gramm- 
Mengen in solchen Harnen zu finden sind’. Denn fiittert man an den 
Hund die schwerverbrennliche n-Butyl-bernsteinséure, so scheidet auch 
er groBere Mengen Bernsteinsaure als sonst aus‘; ebenso nach Fiitterung 
von 4-Methyl-laurinsiureamid®. Diese Beobachtungen gewannen da- 
durch an Interesse, daB die vermehrte Succinurie tiber mehrere Wochen 
anhalt und also auch noch bestehen bleibt, wenn die genannten Schlacken- 
siiuren schon langst nicht mehr im Harn vorkommen. Wir nehmen daher 
eine lang anhaltende, aber ausheilbare Schadigung der Nieren an. Sie 
pragt sich darin aus, daB die Niere die Bernsteinsiure ihres eigenen 
Stoffwechsels zu leicht nach auBen durchlaBt oder — wahrscheinlich 
richtiger ausgedriickt — voriibergehend die Fahigkeit verliert, die 
Bernsteinsiure des Primarharns so vollstaindig riickzuresorbieren wie 
sonst. Normalerweise ist die Konzentration der Bernsteinséure im Harn 
und im Blut von der gleichen GroBenordnung, d. h., da die Saiure aus 
dem Primarharn nur so lange riickresorbiert wird, als noch ein Gefiille 
nach innen besteht. Uber den Mechanismus ihrer Riickresorption ist 
nichts bekannt. Man darf wohl als wahrscheinlich voraussetzen, daB 
diejenigen Fermentsysteme dabei beteiligt sind, in deren Mittelpunkten 
die C,-Dicarbonséiuren und die Citronensiure stehen. Die Bernstein- 
siure-Dehydrase wird durch Alkylbernsteinsiure gehemmt®, allerdings 
nicht so stark und spezifisch wie durch Malonsiure. Malonsiure ist bis 
jetzt als Stoffwechselprodukt des Tierkérpers nicht bekannt geworden. 


1G. Weitzel, diese Z. 282, 174 [1947]. 

2 K. Thomas u. G. Weitzel, diese Z. 282, 180 [1947]. 

3G. Weitzel, diese Z. 282, 185 [1947]. 

* K. Thomas, G. Weitzel u. P. Neumann, diese Z. 282, 192 [1947]. 

5 K. Thomas u. G. Weitzel, Experientia [Basel], Suppl. I 1953, S. 137. 
6 W. Franke, diese Z. 280, 76 [1944]. 
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Sie ist toxisch.’? Sie wird im Tierk6érper offenbar nicht leicht zu Essig- 
siure decarboxyliert. Bernhard® fand im Harn nach Fitterung von 
Alkylmalonsauren, (f-Carboxy-fettsiuren) Tricarbonséuren, wenn die 
Kettenlinge des Alkyl aus 7—9 C-Gliedern bestand. Auch Amino- 
malonsaure ist toxisch’ und geht aiso nicht in Glykokoll tber. 

Bei der papierchromatographischen Aufarbeitung der vorgereinigten 
Fraktionen unserer Versuchsharne fanden wir sehr viele Flecken, 
darunter aber immer auch solche, die an Malonsiure denken lieBen. Der 
eine von uns (Thomas’) hatte diese Beobachtung schon vor etwa einem 
Jahr auf dem Basler Symposion mitgeteilt (i. c.5, 8. 128). 

Wir haben seither den Nachweis von Malonséure verbessert und 
glauben, jetzt ihr regelmaBiges, aber immer nur spurenweises Vor- 
kommen im Harn sichergestellt zu haben. 

Uber die Herkunft dieser Malonsiure kénnen wir noch nichts aus- 
sagen. Auch nach Fiitterung groBer Mengen Leinél konnten wir sie im 
Harn nur in kleinsten Mengen nachweisen. Aber da wir sie noch nicht 
quantitativ, d.h. ohne Verlust aus dem Harn haben herausarbeiten 
k6onnen, beweist dieser Versuch noch nicht, daB sie nicht doch aus jenen 
ungesattigten Sauren mit der Divinylmethan-Gruppierung, vielleicht 
auf einem Nebenweg ihres Abbaus, in kleinen Mengen entstanden sein 
kann?®, 


: Beschreibung der Versuche 
I. Isolierung von Malonsadure aus Harn 


1. Bei Normalfutter: Ein 24 kg schwerer Hund wurde 10 Tage lang mit 
Kartoffelbrei und Knochenasche gefiittert. Der Harn wurde dreimal taglich 
abgenommen, mit gesattigter Sodalésung versetzt (40 ml/1000 ml Harn) und im 
Eisschrank bei —2° aufbewahrt. Nach Filtration iiber Kieselgur und Filtrier- 
papier zur Entfernung von Schleim und unléslichen Phosphaten wurde der Harn 
bei 50° und 15 mm Hg auf etwa '/,, des Volumens eingeengt. Das Schiumen 
wurde durch Zusatz von Octylalkohol verhindert, der durch Wasserdampfdestilla- 
tion gereinigt worden war. Reste des Octylalkohols wurden durch 4-maliges Aus- 
schiitteln des Konzentrates mit je 50 ml Ather entfernt. AnschlieBend wurde der 
konz. Harn mit Salzsiure (1:1) auf pq 2 gebracht und im Kutscher-Steudel- 
Extraktor 50 Stdn. mit absol. Ather extrahiert. Um eine Decarboxylierung der 
Malonséure durch mit iibergegangene Salzsiure im Atherkolben zu vermeidea, 
wurde fein gepulvertes Natriumbicarbonat im Ather suspendiert. Durch eine 
einmalige ge Kontrolle wurde dafiir Sorge getragen, daB stets Natrium- 
bicarbonat im Uberschu8 vorhanden war. i 

Nachdem die Extraktion beendet war, wurde der Ather abdestilliert und 
aus dem Bicarbonatbrei das Wasser als azeotropes Gemisch durch zweimalige 
Destillation mit je 250 ml eines Gemisches von Athanol-Benzol 2: 1 (v/v) weit- 
gehend entfernt. Spuren von Wasser wurden durch 24 Stdn. langes Trocknen 
i. V. iber Phosphorpentoxyd beseitigt. Der Riickstand wurde nun mit alkoholischer 
HCl kongosauer gemacht und einige Stdn. stehen gelassen, bis die CO,-Entwick- 


7 §. Forssmann, Acta physiol. Scand. Vol. 2, Suppl. V, besonders S. 101 
[1941]. 
8 K. Bernhard, diese Z. 269, 135 [1941]. 
* G. Haas, Biochem. Z. 76, 83 [1916]. 
10 FE. Klenk u. W. Bongard, diese Z. 292, 51 [1953]. 
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lung abgeklungen war. Das ausgefallene Kochsalz und andere Salze wurden ab- 

yesaugt und mit kalter, gesittigter 4thanolischer HCl ausgewaschen, bis das Filtrat 
nahezu farblos war. Die in den vereinigten Filtraten enthaltenen Saéuren wurden 
durch dreimalige Destillation mit je 200 ml Athanol-Toluol-Gemisch 2:1 (v/v) 

in Gegenwart von Schwefelsiure verestert. Bei der ersten Destillation wurden 
dementsprechend 125 ml Toluol und 0,3 ml konz. H,SO, zugesetzt. Der Riick- 
stand wurde mit Natriumbicarbonat neutralisiert, die Ester 5-mal mit je 100 ml 
Petrolather extrahiert und der Petrolatherextrakt mit wasserfreiem Natrium- 
sulfat iiber Nacht getrocknet. Der Petrolither wurde abdestilliert und der 
schmierige, braune Riickstand erneut 3-mal mit je 50 ml Petrolather extrahiert, 
wobei die braunen Schmieren nicht in Lésung gingen. Der Petrolatherextrakt 
wurde auf etwa 5 ml eingeengt, durch Nachwaschen mit Petrolather quantitativ 
in einen mit einer Kapillare versehenen 10-ml-Kolben iibergettihrt und der Petrol- 
ather bei Normaldruck abdestilliert. Die bis 150° iibergegangenen Anteile wurden 
erneut fraktioniert und die Fraktion bis Sdp. ,, 105° isoliert, die evt]. vorhandenen 
Malonsiurediathylester enthalten miiBte (Sdp. ,, 88—89°). Ausb. 1,877 g. 

Die Esterfraktion wurde mit 2g KOH und 2 ml Wasser 7 Stdn. auf dem 
Wasserbad verseift. Der Alkohol wurde i. V. verjagt, die Lésung mit wenig Wasser 
verdiinnt und unter Eiskiihlung durch tropfenweise Zugabe von konz. HCl bis 
zur kongosauren Reaktion die Sauren in Freiheit gesetzt. Die saure Lésung wurde 
10-mal mit je 20 ml Ather extrahiert und die waBrige Phase noch 20 Stdn. im 
Kutscher-Steudel-Extraktor extrahiert. Die vereinigten Atherextrakte wurden 
mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und der Ather abdestilliert. Ausbeute 
an Saéuren: 1,151 g. % 

Die geringe Léslichkeit in absol. Ather und der Schmelzpunkt 189,5—190,0° 
zeigten an, das die Hauptmenge Bernsteinsiure war. Um diese abzutrennen und 
die Malonsaure anzureichern, wurde die Saurefraktion 2-mal mit je 10 ml Ather 
aufgekocht und jeweils nach mehrsttindigem Stehenlassen die ungeléste Bernstein-; 
siure abgesaugt. In Ather von 15° ist die Malonsaure rund 25-mal leichter léslich 
als Bernsteinséure!!. Die die Malonséure enthaltende Atherlésung wurde auf 
dem Wasserbad zur Trockne eingedampft und der Riickstand im Vakuum iiber 
Phosphorpentoxyd getrocknet. 

1. Fraktion (Ather leichter léslich): 457 mg; Praparat 201 
2. Fraktion (Ather schwerer léslich): 588 mg; Praparat 202 


2. Bei Verfiitterung von Lein6l. 100 g Haferflocken wurden mit 800 g 
Wasser aufgekocht und in einer Kochkiste einige Stdn. quellen gelassen. Nach 
dem Abkiihlen wurden 100 g Lein6l in den Brei eingeriihrt. Mit dieser Tages- 
menge wurde der gleiche Hund 15 Tage gefiittert und der Harn in gleicher Weise 
gesammelt und aufgearbeitet. Die bei Sdp. ,) 55—130° iibergehende Esterfraktion 
(3,766 g) wurde erneut aus einem 10-ml-Kolben fraktioniert destilliert und folgende 
Fraktionen abgenommen: 


1. Fraktion: Sdp. ,) 55— 98° 1,977 ¢ 
2. Fraktion: Sdp. 49 98—124° 1,676 2 


Die Esterfraktionen wurden jeweils mit 2g KOH und 2 ml Wasser verseift. Auf 
das 10-fache Ausschiitteln wurde jedoch verzichtet und die Sauren durch 24 Stdn. 
lange kontinuierliche Extraktion mit absol. Ather isoliert. Beide Fraktionen ent- 
hielten hauptsachlich Bernsteinsiure, von der die Hauptmenge, wie oben be- 
schrieben, abgetrennt wurde. 


1. Fraktion (Ather leichter loslich): 578,2 mg; Praparat 206 
2. Fraktion (Ather schwerer léslich): 555,7 7 mg; Praparat 207 
3. Fraktion (Ather leichter léslich): 612,6 mg; Praparat 208 
4. Fraktion (Ather schwerer léslich): 432,0 mg; Praparat 209 





1 D’Ans u. Lax, Taschenbuch fiir Chemiker und Physiker. Springer- 
Verlag 1943. 
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Von jedem Praparat wurden 12 mg in 0,5 ml Aceton-Wasser 4: 1 (v/v) gelést 
und die Lésung papierchromatographisch untersucht. Die Konzentration ent- 
sprach fiir Bernsteinséure einer etwa 0,2-n. Loésung. 


Il. Papierchromatographie 

Uber die genaue Arbeitsweise zur papierchromatographischen Trennung 
von Dicarbonséuren wird in Kiirze ausfiihrlich berichtet werden. 

Ein Chromatogramm in Xylol-Phenol-85-proz. Ameisenséure 5: 5:2 (g/g/v) 
(Lésungsmittelsystem A) mit Filtrierpapier, Schleicher & Schiill Nr. 2043b, zeigte, 
daB in den Fraktionen 201, 206 und 208 neben einem gréBeren Anteil Bernstein- 
siure und anderen Sauren eine Saure in kleiner Menge vorhanden ist, deren Ry- 
und #s*-Werte mit denen von Malonsiure in diesem Lésungsmittel gut iiberein- 
stimmen. Zwar waren manche ,,Malonsiure‘-Flecken nach dem _ Bespriihen 
mit dem Methylrotreagens** nur schwach sichtbar, doch konnten sie vor dem 
Bespriihen unter der UV-Lampe durch ihre Fluoreszenz deutlich erkannt werden. 
Die Fraktionen 202, 207 und 209 enthielten nahezu reine Bernsteinséiure, wie die 
Chromatogramme in den unten aufgefiihrten Lésungsmitteln zeigten. 

Zur Isolierung der Malonséure wurden von den Fraktionen 201, 206 und 208 
je 2 x 50mg in Aceton-Wasser 4:1 (v/v) gelést als Streifen auf der Startlinic 
von jeweils 2 Bogen Filtrierpapier S. & 8. 2043b aufgetragen und die Chromato- 
gramme mit dem Lésungsmittelsystem A entwickelt. Am Rande der Bogen 
wurden als Vergleichssubstanzen Malon-, Bernstein- wid Sebazinsiure (6 x 1,0 
bis 1,5 yl einer 0,1-n. Lésung in Aceton-Wasser 4: 1 (v/v)) als Flecken mitlaufen 
gelassen. Nach dem Trocknen der Chromatogramme und Dampfen mit Wasser- 
dampf wurden die Malonsaurezonen unter der UV-Lampe mit Bleistift angezeichnet, 
ausgeschnitten und nach Zerschneiden in kurze schmale Streifen zunachst mit 
50 ml, dann ’4-mal mit 30 ml Aceton-0,1-n.HCl 9:1 (v/v) bei 60° extrahiert. 
Der Extrakt wurde filtriert und bei 40° i. V. zur Trockne eingedampft. Der Riick- 
stand wurde méhrmals mit wenig absol. Aceton ausgekocht, die Lésung erneut 
filtriert und das Aceton i. V. verjagt. 

Dieser Extrakt enthalt neben der Malonsaure noch die in Aceton léslichen 
Bestandteile des Filtrierpapiers, die bei der geringen Menge an Malonsaure bei 
weitem tiberwogen. Da das Gewicht: Malonsiure + acetonldsliche Papierbestand- 
teile innerhalb der Fehlergrenze der Gewichte der acetonléslichen Papierbestand- 
teile fiir gleich behandelte und gleich grofe Filtrierpapierstreifen lag, war eine 
quantitative Bestimmung der Malonsiure durch Gewichtsanalyse des Extraktes 
nicht méglich. Auch durch Titration mit Lauge lieBen sich so kleine Malonsaure- 
mengen nicht mehr genau bestimmen. Auf die quantitative Bestimmung wurde 
daher zunichst verzichtet, doch sind wir z. Zt. damit beschiftigt, eine Methode 
zur quantitativen Bestimmung kleinster Mengen Malonsiure auszuarbeiten. 

Von den die ,,Malonsiure‘“’ enthaltenden Extrakten wurden mit Aceton- 
Wasser 4:1 (v/v) 4-proz. Lésungen hergestellt und in den folgenden Lésungs- 
mittelsystemen papierchromatographisch untersucht: 





Lésungsmittelsystem Papier Methode 





A: Xylol-Phenol-85-proz.Ameisensiure bbz 

(gigiv) . . 1... 26+ +1 + «ss » » | 8, &8.. 2043b] absteigend 
F: Isoamylalkohol-5-m.Ameisensiure 2:1 (v/v) S.& S. 2043b | absteigend 
C: Isopropanol-Ammoniumcarbonatpuffer 3:1 (v/v) | S. & S. 2043b | absteigend, 
mit HCI+-HF | Durchlauf- 
gewaschen | chromato- 
gramm 








* R-Wert bezogen auf Sebazinsiure als Vergleichssubstanz (Rsebazinsiiure 
100). 

** 300 mg Methylrot (wasserléslich) in 250 ml 0,2-m. Natriumboratpuffer, 

Py 8,0, gelést und mit Wasser auf 1000 ml! aufgefiillt. 








der 
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Als Vergleichssubstanz wurde stets Malonséure neben anderen gesattigten 
aliphatischen Dicarbonsiuren mitlaufen gelassen. Die Ergebnisse zeigt Tab. 1, 
wobei bei der Auswertung der Chromatogramme nur die Flecken der Malon- und 
der Bernsteinsiure beriicksichtigt wurden. 


Tab. 1. Rs-Werte 












































Saure | Y¢T8' | 201 | 206 | 208 |201M»)|206M»)]208M=) 
Malonsaure | 31,5 |31,0/29,0| — | 30,5 | 31,0 |(31,5)») 
Malonsaure 11,0 | 11,5} 11,0} — | 10,00} 10,0 |( 9,0) 
Malonsaure 57,0 | 57,0] 58,0] 59,0) 56,0 | 55,0 |(55,5) -- - | — 
Bernsteinsaure| 49,0 | 48,0} 46,0) 47,5) — — —  |47,5) 45,5) 46,0) A 
Bernsteinsaure] 19,0 | ©) c).| ¢) | (19,5) = = 19.0} 20,0] 20,0} C 
Bernsteinsaure| 68,5 | 68,5! 70,5] 66,5] (67,0) = — | 69,0] 70,5| 69,5] F 


a) Malonsiiure-Zone. 
b) Klammerwerte nur in Spuren vorhanden. 
c) Nicht ausgewertet, da von héheren Siéuren in diesem Lésungsmittel nicht getrennt. 


Auch in dem Lésungsmittelsystem E: Tetrahydrofuran-3,00-n. NH,OH. 
4:1 (v/v) stimmten die Rs-Werte fiir die Malonsiurezone von Frakt. 201 mit 
Malonsaure, die Rs-Werte von Frakt. 202 mit Bernsteinsiure gut iiberein. 








Saure Rs-Werte in E 
Malonsaéure .. . 32,5 
201, Malonsaurezone 33,0 
Bernsteinsaure. ae 42,5 
a 41,0 








Papier: S. & S. 2045b mit 0,1-n. HCl ge- 
waschen; absteigend, Durchlaufchromato- 
gramm 


Da die Menge an Malonsiure nicht ausreichte, um ein kristallisiertes Derivat 
darzustellen, diente die Reaktion von Dieterle und Wenzel!” mit Tetrahydro- 
chinolin-N-propenal*** zur Identifizierung. 0,1 g Tetrahydrochinolin-N-propenal 
wurde in 1,5 ml Eisessig bei Zimmertemperatur gelést und 0,8 ml Essigsaure- 
anhydrid zugegeben. Der aus 2 Malonsaurezonen erhaltene Extrakt (entspr. 
100 mg eingesetztem Sauregemisch) wurde mit 0,1 ml Reagens versetzt, und 
die Mischung in einem Wasserbad von 45° 60 Min. geschiittelt. Daneben diente 
der Extrakt aus einem gleich groBen, in gleicher Weise behandelten Leerstreifen 
mit 0,1 ml Reagens versetzt als Blindwert. Die die Malonsiure enthaltende 
Mischung farbte sich violett und im Spektroskop war die bei Anwesenheit von 
Malonsaure charakteristische scharfe Bande bei 600 my deutlich sichtbar. Im 
Gegensatz dazu fiarbte sich die Lésung des Blindwertes orangerot und die 
Absorptionsbande bei 600 my war nicht zu beobachten. 

AuBer Malonsaure geben noch einige substituierte Malonsauren (z. B. Methyl. 
und Athyl-malonsiure) sowie Glutaconsdéure ahnliche Farbreaktionen mit dem 
genannten Aldehyd, wobei jedoch Glutaconsiure bei 700 my absorbiert. Da 
diese Séuren jedoch papierchromatographisch im Lésungsmittelsystem A von der 

2 W. Dieterle u. F. Wenzel, Biochem. Z. 816, 357 [1944]. 

*** Das Praparat stellte uns Herr Dr. Riester von der Agfa A.G., Photo- 
fabrik, Leverkusen-Bayerwerk, freundlicherweise zur Verfiigung. 
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Malonséure einwandfrei getrennt werden kénnen, erscheint uns die Identitit 
der als Malonsiure angesprochenen Substanz sichergestellt. 








Saure | Rs-Werte in A 
Malonsiure .... 30,0 
Methy]-malonsaure . 45,5 
Athyl-malonsaiure . 58,0 


Wir danken Herrn Detlev Luckmann fiir seine fleiBige und verstandnis- 
volle Mithilfe. 


Zusammenfassung 


Im Hundeharn finden sich regelmaBig und ohne Abhangigkeit von 
der Nahrung kleinste Mengen Malonsiure, die papierchromatographisch 
isoliert und identifiziert wurden. 


Uber eine Modifikation der Cholesterinbestimmung im Blutserum 
nach Schénheimer und Sperry 


Von 
Elisabeth Mertens urd Claus Albers 


Aus der Medizinischen Abteilung des Marienkrankenhauses Hamburg, Chefarzt Prof. Jacobi 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. April 1953) 


Da eine exakte Cholesterin-Bestimmungsmethode im Serum von be- 
sonderer klinischer Bedeutung ist}? * 4 und die Vielzahl der vorhandenen 
Verfahren den Anforderungen bisher nicht geniigte, wird in der vor- 
liegenden Arbeit die Brauchbarkeit der bisher am besten bewahrten 
Methode von Schénheimer und Sperry’® gepriift und eine modifizierte 
Bestimmungsvorschrift angegeben. 


Es war bisher schwer, sog. Normalwerte fiir das Serum-Cholesterin zu nennen, 
da, diese weitgehend von der angewandten Methode abhangen. Wie weit die Grenz- 
werte auseinanderfallen kénnen, zeigt Abb. 1 (in Anlehnung an Hueck*, ergianzt 
durch neuere Veréffentlichungen). Dem Prinzip nach kénnen wir heute folgende 
Bestimmungsmethoden unterscheiden : 

1. Die einfachen kolorimetrischen Verfahren. Hierbei wird das 
Cholesterin aus dem Serum extrahiert und entweder an dem in Chloroform gelésten 
Riickstand des eingedampften Extraktes oder an diesem unmittelbar eine der 
bekannten Farbreaktionen angestellt und der Cholesteringehalt aus der kolori- 


1 Axenfeld u. Stelzig, Z. klin. Med. 141 [1942]. 
2 M. Birger, Ergebn. inn. Med. 34, 583f. [1928]; Handbuch d. allg. Haema- 
tologie II, 882 [1934]; Med. Klin. 1940, 186, 223; Dtsch. med. Wschr. 1941, I, 427. 
3 W. M. Sperry, J. biol. Chemistry 114, 125 [1936]. 
4 C. Albers, Dissertat. Hamburg 1950. 
5 R. Schénheimer u. W.M. Sperry, J. biol. Chemistry 106, 745 [1934]. 
§ Hueck, Verh. dtsch. pathol. Ges. 1925, 18. 
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metrisch oder photometrisch bestimmten Farbintensitaét errechnet. Hiergegen ist 
folgendes einzuwenden: 

a) Die am meisten benutzte Liebermann-Burchardtsche Farbreaktion 
ist nicht streng spezifisch’. 

b) Die Cholesterinester geben eine intensivere Farbreaktion als ihrem Chole- 
steringehalt entspricht®. Nach Yasuda (zit. bei Ireland®) liegen die Werte fiir 
das Cholesterinpalmitat um 24,5%, fiir das Stearat um 25,2% und fiir das Oleat 
um 27,6% héher als bei den aquivalenten Mengen unveresterten Cholesterins. 
Infolgedessen findet man mit den einfachen kolorimetrischen Methoden sowohl fiir 
das Gesamtcholesterin wie fiir die Ester zu hohe Werte. 

c) Bei ikterischen Seren stéren mitextrahierte Farbstoffe die kolorimetrische 
Ablesung?®. 





[ Mertens u. Albers | 








& Schonheimer u. Sperry ] 








[___ Schmidt-thomé__| 


[_)s Autenrieth u. Funk 
[__] Leupold u. Bogendérfer 
































= Klinkert ] 
| Burger a) 

| Bloor = 
| Bang ] 

lin \ n ! Aj ; — 

wm 100 150 200 250 300 350 

mg % —> 
Abb. 1. Cholesteringehalt menschlichen Serums nach verschiedenen Bestimmungs- 
methoden. 


Aus diesen Griinden .wurden die kolorimetrischen Methoden von vielen 
Autoren verworfen. Vor allem Biirger® hat immer wieder auf ihre Unzulanglich- 
keit hingewiesen und ist, ebenso wie Miihlbock und Kaufmann”? fiir die gravi- 
metrische Bestimmung des Cholesterindigitonids eingetreten. Trotzdem wird die 
kolorimetrische Methode in der Mehrzahl der klinischen Laboratorien heute noch 
benutzt! 

2. Das gravimetrische Verfahren. Das Cholesterin wird hierbei als 
Digitonid gefallt und gravimetrisch bestimmt!®. Dieses Verfahren konnte sich 
nicht durchsetzen, da es zu langwierig ist und erhebliche Serummengen erfordert. 
Auch die gravimetrischen Mikromethoden sind recht umstiandlich und lassen an 


7 H. Lettré u. H. H. Inhoffen, Uber die Sterine, Gallensiuren und andere 
verwandte Naturstoffe. Monographie. 

8 E. C. Noyons, Biochem. Z. 298, 395 [1938]; E. C. Noyons u. M. K. Po- 
lano, Biochem. Z. 803, 415 [1939]. 

9 J.T. Ireland, Biochem. J. 35, 283 [1941]. 

10 QO. Miihlbock u. C. Kaufmann, Klin. Wschr. 11, 284 [1932]. 

11 J. Schmidt-Thomé u. H. Augustin, diese Z. 275, 190 [1942]. 

122 QO. Windaus, diese Z. 68, 110 [1910]. 
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Genauigkeit zu wiinschen iibrig (vgl. auch unter 5.). Fiir Reihenuntersuchungen 
scheidet dieses Verfahren aus. 

3. Die Bichromatmethode. Das Cholesterin wird mit Kaliumbichromat 
oxydiert und der Uberschu8 an Oxydationsmittel jodometrisch bestimmt. Da 
der Oxydationsvorgang unspezifisch ist, erhalt man meist zu hohe Werte?. 

4, Die nephelometrische Methode. Das Cholesterin wird durch Digi- 
tonin gefallt und die durch das Pracipitat hervorgerufene Triibung nephelometrisch 
bestimmt?°. Dieses Verfahren ist mit den Fehlerquellen der Nephelometrie belastet 
und diirfte durch die elegantere Methode von Schénheimer und Sperry® ver- 
drangt worden sein. 

5. Das Verfahren von Schmidt-Thomé und Augustin™ beruht auf 
,der Haemolyse von Blutkérperchen durch eine Digitoninlésung und auf deren 
Hemmung durch Cholesterin, die dadurch zustandekommt, daB8 Cholesterin mit 
Digitonin eine Molekiilverbindung im Verhiltnis 1:1 bildet, die keine haemoly- 
tische Wirkung mehr besitzt‘‘. Die Verfasser geben eine Fehlerbreite von 5—10% an. 
Vorziige der Methode sind ihre rasche Ausfiihrbarkeit und die Empfindlichkeit des 
Titers (eine Aufschwemmung gewaschener Blutkérperchen), der noch Differenzen 
von 1 y erfaBt. Es ist aber einzuwenden, dai die Verbindung zwischen Digitonin 
und Cholesterin nicht aquimolar im Verhialtnis 1:1 zusammengesetzt sein soll!?: 1,8, 
Diese Frage bleibt zu klaren. 

Neuerdings wurde von Gleis und Hinsberg™ auf die nur dieser Methode 
eigenen Fehlerquellen hingewiesen und die von Schmidt-Thomé und Augustin 
angegebene Fehler- und Erfassungsbreite bestitigt. Solange noch nicht Vergleichs- 
untersuchungen mit der von uns unten geschilderten Modifikation,der Methode 
von Schénheimer und Sperry vorliegen, laBt sich noch nicht beurteilen, welches 
dieser beiden Verfahren den Vorzug verdient. 

6. Das Verfahren von Schénheimer und Sperry’® ist eine Kombination 
der Digitoninfallung mit der kolorimetrischen Bestimmung. Das Cholesterin wird 
aus einem Aceton-Alkohol-Extrakt mit Digitonin gefallt, der Niederschlag isoliert, 
in Eisessig gelést und mit der Liebermann-Burchardtschen Reaktion quan- 
titativ bestimmt. Das freie Cholesterin wird unmittelbar aus dem Serumextrakt, 
das Gesamt-Cholesterin nach Verseifung der Ester ausgefallt. Diese Methode bietet 
die Vorteile der kolorimetrischen und der Digitoninmethoden, ohne durch deren 
Fehlerquellen oder Nachteile belastet zu sein. 


Theoretische Einwendungen gegen das Verfahren von Schon- 
heimer und Sperry beziehen sich auf die Art der Extraktion*, auf die 
Art der Verseifung’, die Isolierung der sehr geringen Niederschlags- 
mengen® und die Ausfiihrung der Farbreaktion. Wir selbst halten die Be- 
nutzung von Mikrokiivetten fiir das Stufenphotometer, wie sie die 
Originalvorschrift vorsieht, fiir unzweckmiBig bei Routineunter- 
suchungen. Durch Verwendung einer fiinffach gréBeren Serummenge 
(1 cem gegen 0,2 ccm) haben wir das Verfahren auf die Benutzung der 
gewohnlichen Makrokiivetten umgestellt. Bei den erforderlichen Kon- 
trolluntersuchungen konnten wir gleichzeitig die optimalen Bedingungen 
fiir Extraktion, Verseifung, Fallung, Isolierung und Farbreaktion 
experimentell ermitteln und die kritischen Einwinde von Ireland, 
Noyons und Polano weitgehend bestitigen und beriicksichtigen. 


Zunachst geben wir als Ergebnis unserer Untersuchungen die 
modifizierte Bestimmungsvorschrift. 
13 R. Schénheimer u. H. Dam, diese Z. 215, 59 [1939]; R. Sch6nheimer, 
H. v. Behring, R. Hummel u. L. Schindel, diese Z. 192, 73 [1930]. 
14 T. Gleis u. K. Hinsberg, diese Z. 284, 156 [1949]. 
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Bestimmungsvorschrift 


Erforderliche Lésungen 

. Aceton-Alkohol 1:1 (Aceton p.a., Alkohol 96-proz., kann mit Benzin vergallt 

sein). 

. Aceton-Ather 1:2 (Aceton p. a., Ather pro narcosi). 

. Ather pro narcosi*. 

. Digitoninlésung 0,5°%, in 50-proz. Alkohol (Digitonin ,,Merck“ oder ,,Hoff- 

mann La Roche“). 

5. Natrium-methylat 5-proz. (etwa 1g blankes metallisches Natrium unter 
Kiihlung mit Eiswasser in 25 ccm Methanol lésen, nach dem Abkiihlen das 
verdampfte Methanol ersetzen, die Lésung im Eisschrank aufbewahren). 

6. Verd. Salzsiure (25 cem kone. Salzsiure p. a. auf 100 ccm mit Wasser ver- 
diinnen). 

7. Kaliumchloridlésung (1 g Atzkali in etwa 2 ccm Wasser lésen, mit der verd. 
Salzsiure (6) unter Zusatz von Phenolphthalein neutralisieren). 

8. Hisessig p. a. 

9. Essigsiureanhydrid p. a. 

10. Konz. Schwefelsiure (1,84) p. a. 


_ 


me co bo 


Ausfiihrung der Bestimmung 


1. Extraktion: In einen 25-cem-MeBkolben gibt man etwa 
20 cem Aceton-Alkohol und tropfenweise 1 ccm Serum (aus der Pipette), 
fiillt mit Aceton-Alkohol bis zur Marke auf und schiittelt etwa 1/, Min. 
kraftig durch. Dann filtriert man durch ein kleines hartes Faltenfilter 
(,,605 h“‘) (Fa. Schleicher & Schill) und pipettiert von dem Filtrat 
je 5 cem (entspr. 0,2 cem Serum) in 4 fortlaufend numerierte Zentrifugen- 
gliser von etwa 10ccm Fassungsvermégen. 

2. Verseifung: Die Glaser 1 und 2 werden mit 0,5 ccm Natrium- 
methylat versetzt und nach innigem Verriihren mit einem Glasstabchen 
in einen Thermostaten von 40° gebracht. Die Glasstabchen verbleiben 
dabei in den Zentrifugenglisern. Nach 2 Stdn. wird mit der ver- 
diinnten Salzsiure unter Zusatz von Phenolphthalein neutralisiert, 
wozu in der Regel 0,4—0,5 ccm verbraucht werden, wenn das Methylat 
nach obiger Vorschrift hergestellt worden ist. Ein geringer Saure- 
iiberschu8 ist unschadlich, der geringste AlkaliiiberschuB verhindert 
dagegen die quantitative Fallung. In die Glaser 3 und 4 gibt man 
2—3 Tropfen der wiisserigen Kaliumchloridlésung. 

3. Fallung: In alle 4 Glaser wird 1 ccm Digitoninlésung gegeben 
und mit den Glasstibchen gut durchgeriihrt. Man entfernt die Glas- 
stibchen vorsichtig und verwahrt sie in entsprechend numerierten 
Glasern, so da8 etwa anhaftender Niederschlag nicht verloren geht und 
die Staébchen nicht verwechselt werden kénnen. 

4. Isolierung: Nach frithestens 1 Stde. ist die Fallung beendet. 
Man lést den an der Wand haftenden Niederschlag mit dem Glasstab 
ab, entfernt diesen wieder vorsichtig und zentrifugiert 5 Min. bei 3000 


* Das Reinigungsverfahren von Schénheimer und Sperry ist entbehrlich. 
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Umdrehungen. Dann wird die iiberstehende Fliissigkeit mit einer 
feinen Kapillare an der Wasserstrahlpumpe abgesaugt (wie bei der 
Ca-Bestimmung nach Cramer-Tisdall). Beim Absaugen laBt man 
stets eine Fliissigkeitsschicht von knapp 1 cm Héhe stehen, damit kein 
Niederschlag verloren gehen kann. 

Man gibt nun in jedes Glas 5 ccm Aceton-Ather, wirbelt mit dem 
Glasstaébchen energisch durch, entfernt dieses in der angegebenen 
Weise und zentrifugiert wieder 5 Min. bei 3000 Umdrehungen. Nach 
dem erneuten Absaugen wiederholt man den ganzen Vorgang noch 
einmal mit 5 ccm Ather. Die letzten Atherreste werden dann im Wasser- 
bad von etwa 60° verdampft, wobei man die Glaser standig hin- und 
herschwenkt, so daB der getrocknete Niederschlag schlieBlich als fein- 
verteilter Mantel an den unteren Wandabschnitten des Zentrifugen- 
glases haftet. UnterlaBt man diese VorsichtsmaBnahme, so besteht die 
Gefahr, daB infolge von Siedeverzug Niederschlagsteilchen plétzlich 
aus dem Glas herausspritzen, oder dai der Niederschlag so fest zu- 
sammensintert, daB er sich spiter nur schwer in Eisessig lésen 1aBt. 

5. Farbreaktion: Der Niederschlag wird in 2cem Eisessig ge- 
lost. Dieser Vorgang la8t sich durch Umriihren und Erwarmen auf 
etwa 60—70° im Wasserbad sehr beschleunigen. Hierbei braucht man 
nicht auf vollstandiges Auflésen zu warten, das (aus unbekannten 
Griinden) oft nicht zu erreichen ist. Nach unserer Erfahrung gehen 
nicht geléste Niederschlagsteile spaiter nach Zugabe der Schwefelsaure 
sofort in Lésung. Die Farbreaktion wird hierdurch weder qualitativ 
noch quantitativ beeinfluBt. 

Nach kurzem Abkiihlen werden in jedes Glas 2 ccm Essigsiure- 
anhydrid und genau 0,1 ccm konz. Schwefelsiure mit einer Kapillar- 
pipette gegeben. Man riihrt um, bis keine Schlieren mehr zu erkennen 
sind und bringt die Glaser dann fiir genau | Stde. ins Dunkle. 


6. Ablesung und Berechnung: Nach 1 Stde. liest man am 
Stufenphotometer mit dem Filter S 61 (oder an einem anderen Photo- 
meter mit entspr. Filter) in Kiivetten von 1 cm Schichtlinge ab. Bei 
farblosen Reagenzien geniigt Wasser als Kompensationsfliissigkeit, 
andernfalls verwendet man ein Gemisch aus 2 ccm LEisessig, 2 ccm 
Essigsiureanhydrid und 0,1 ccm konz. Schwefelsiure. 

Ein Teilstrich an der Ablesetrommel entspricht 0,013 mg Chol- 
esterin. Demnach erfolgt die Berechnung nach der Gleichung: 


mg% Cholesterin = E x 666. 


Experimenteller Teil 


Der Arbeitsgang der Methode birgt eine Fiille von Fehlerquellen in sich, 
worauf Ireland hingewiesen hat. Zum gréBeren Teil kénnen sie durch peinlich 
genaues Arbeiten vermieden werden. Ein kleinerer Teil ist prinzipieller Natur. 
thm galten die folgenden Untersuchungen. 

1. Zur Extraktion: Die quantitative Extraktion des Cholesterins aus dem 
Serum wird durch seine Bindung an Globulin erschwert. Nach Drekter, Bern- 
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hardt und Leopold® greift Alkohol am wirksamsten den Eiwei8-Choleste- 
rinkomplex an. Noyons und Polano® halten die Extraktion fiir vollstandig, 
wenn mindestens das zehnfache Volumen an Extraktionsgemisch verwendet wird. 
Nach der Vorschrift von Schénheimer und Sperry® soll mit dem 25-fachen 
Volumen einer heiBen Aceton-Athermischung extrahiert werden. 

Nach Bischoff'® kénnen aus Cholesterin in heiBen alkoholischen Lésungen 
bei Luftzutritt Oxydationsprodukte entstehen, die nur zum Teil von Digitonin 
gefallt werden. Um derartige Cholesterinverluste zu vermeiden, haben wir unter- 
sucht, ob nicht auch ohne Erwarmen eine vollstandige Extraktion zu erzielen ist. 

Je 1 ccm Serum wurde mit 20 und mit 25 ccm Aceton-Alkohol bei 60° 3 Min. 
kraftig geschiittelt und die verdampfte Fliissigkeit nach dem Abkiihlen ersetzt. 
In der Vergleichsgruppe wurde die Extraktion mit den gleichen Mengen Extrak- 
tionsgemisch bei Zimmertemperatur durchgefiihrt. Alle 4 Gruppen wurden dann 
in der gleichen Weise filtriert, verseift usw., wie es bei unserer Bestimmungsvor- 
schrift (s. 8.247 f.) geschildert ist. Bei einem Extraktionsverhaltnis von 1:20 lagen 
die bei heiBer Extraktion gefundenen Werte meist héher als die bei der Vergleichs- 
gruppe. Bei einem Extraktionsverhaltnis von 1:25 fanden wir dagegen gute Uber- 
einstimmung. 

Um die Vollstandigkeit der Extraktion zu priifen, wurden 0,2 cem Serum 
mit 3—5 ccm Aceton-Alkohol bei Zimmertemperatur kraftig geschiittelt, zentri- 
fugiert, die iiber dem EiweiBniederschlag stehende Fliissigkeit abgegossen und der 
Riickstand in der gleichen Weise noch mehrfach mit Aceton-Alkohol ausgewaschen. 
Die gesammelte Extraktionsfliissigkeit wurde zur Verseifung angesetzt, dann das 
Cholesterin mit Digitonin ausgefaillt und nach unserem Verfahren quantitativ 
bestimmt. Der getrocknete, mit Chloroform extrahierte Riickstand enthielt nur in 
3 von 24 Fallen geringste, photometrisch noch bestimmbare Spuren von Cholesterin. 
Die anderen 21 Fille gaben keinerlei Farbreaktion, waren also praktisch cholesterin- 
frei; das gesamte Cholesterin der 0,2 com Serum muBte demnach in der gesammelten 
Extraktionsfliissigkeit enthalten sein. Der ermittelte Cholesteringehalt stimmte 
mit den in 5 ccm Filtrat (entspr. 0,2 ccm Serum) unserer Routinemethode gefun- 
denen Cholesterinwerten iiberein. Aus diesen Versuchen geht hervor, da8 bei einem 
25-fachen UberschuB von Aceton-Alkohol die Extraktion des Cholesterins aus dem 
Serum bei Zimmertemperatur quantitativ verliuft. Da auf diese Weise auch 
oxydative Cholesterinverluste im Sinne Bischoffs'* vermieden werden, erscheint 
uns dieses Extraktionsverfahren als Methode der Wahl. 

2. Zur Verseifung: Schénheimer und Sperry® fanden beim Arbeiten 
mit wasseriger Kalilauge stets eine vollstandige Spaltung der Ester, unabhangig 
von der angewandten Alkalimenge und der Dauer der Verseifung. Dagegen haben 
Noyons und Polano® Bedenken geauBert und deshalb die von Fex'* eingefiihrte 
Verseifung mit Alkaliaethylat empfohlen, die wir bei friiheren Untersuchungen 
auch bereits benutzt haben?’. 

Wir priiften in Vergleichsserien die Wirksamkeit von wasseriger Kalilauge 
entspr. der Vorschrift von Schénheimer und Sperry, weiterhin alkoholische 
25-proz. Kalilauge, 5-proz. Natriumathylat und 5-proz. Natriummethylat. 

Die Ergebnisse zeigt Tab. 1. Es fallt auf, daB die alkoholischen Verseifungs- 
mittel im allgemeinen gut iibereinstimmende Ergebnisse zeigen, die wasserige 
Kalilauge hingegen oft niedrigere Werte fiir das Gesamtcholesterin gibt. Diese 
Tatsache findet ihre Erklarung darin, daB die wasserige Kalilauge mit der Lipoid- 
lésung keine homogene Lésung gibt. Es kommt im Laufe der Verseifung zu einer 
Entmischung, und am Boden der Zentrifugenglaser findet sich ein Teil nicht ge- 
lésten Alkatis. Hierdurch reicht das aktuelle py in der alkoholischen Phase fiir eine 


16 J, J, Drekter, A. Bernhardt u. J. 8. Leopold, J. biol. Chemistry 110, 
541 [1935]. 

16 Bischoff, Z. exp. Med. 70, 83 [1930]. 

17 EK. Mertens, Dissertat. Hamburg 1945. 

18 J. Fex, Biochem. Z. 104, 82 [1920]. 
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Tab. 1. Gesamtcholesterin bei verschiedenen Verseifungsmitteln 
(beide Werte der Doppelbestimmung angegeben). 
Serum Verseifung 2 Stdn. mit 
Nr. waBr. KOH alkohol. KOH | Na-Athylat Na-Methylat 
1 180 180 185 185 145 145 -- — 
2 110 =—-:110 125 125 125 125 -- — 
3 60 65 85 85 80 85 —~ ~~ 
4 180 180 195 190 200 200 _ — 
5 110 =—:110 145 140 135 = 145 — — 
6 160 165 165 180 180 =185 _ — 
a _ 145 145 145 145 145 140 
8 _ 165 = 165 160 160 160 160 
9 -: 130 130 130 =—-130 130 =—-130 
10 — 150 = 150 155 150 160 = =155 
1] _ 185 185 185 190 185 = 185 
12 _ 225 230 225 225 230 230 
13 _ 95 105 105 = 105 105 =105 


Tab. 2. Gravimetrische Bestimmung des Lésungsvermégens von Aceton-Alkohol 
fiir Cholesterindigitonid. Tiegelgewicht in Gramm, bei 1—4 Waschung mit reinem 














Aceton-Alkohol, bei 5—7 Waschung nach Digitoninzusatz. 














+ ; Gew. mit Gew. nach d. : 

Nr. Leergewicht Einwaage Waschung Differenz 
1 - 21,1256 21,1480 21,1448 0,0032 
2 21,1256 21,1339 21,1307 0,0032 
3 24,1931 24,1998 24,1961 0,0037 
+ 24,5092 24,5142 24,5114 0,0028 
5 24,5009 24,5105 24,5105 0,0000 
6 21,1183 21,1321 21,1319 0,0002 
7 24,1895 24,1981 24,1979 0,0002 














vollstandige Esterspaltung nicht aus. Fiir einzelne niedrigliegende Cholesterin- 
werte bei Verwendung von Natriumiathylat erkannten wir im Laufe unserer Ver- 
suche als Fehlerquelle eine relativ schnelle Verharzung, die sich auch schon nach 
eintagigem Stehenlassen im Eisschrank bemerkbar macht. Man muB also stets 
frisch hergestelltes Athylat verwenden oder besser Natriummethylat, das prak- 
tisch unbegrenzt haltbar ist. Als giinstigste Alkalimenge fanden wir 0,5 cem 5-proz. 
Na-Methylat. Durch weitere Steigerung der Alkalimenge wird der ProzeB nicht 
beschleunigt, es kann spiter sogar zu Stdrungen bei der Fallung kommen. Bei der 
angegebenen Menge Methylat erreicht das py einen Wert von iiber 10,0 (geschatzt 
mit Universal-Indikatorpapier). Die Verseifung ist nach 2 Stdn. vollstandig, wie 
wir in Vergleichsuntersuchungen feststellen konnten. Eine Verkiirzung dieser Zeit 
ist nicht ratsam, eine Verlangerung iiberfliissig. Auf eine Priifung an reinen Lésun- 
gen von bekanntem Cholesterinestergehalt muSten wir aus technischen Griinden 
verzichten. 

3. Zur Fallung des Cholesterins als Digitonid hat sich eine 0,5-proz. Lésung 
von Digitonin cryst. in 50-proz. Alkohol bewahrt. Das Lésungsvermégen fiir Digi- 
tonin betragt hier 0,825 g%. Das Auflésen la8t sich durch Erwairmen auf 65° be- 
schleunigen. Bei der Herstellung einer rein wasserigen Liésung entsteht ein in 
Wasser unléslicher Kérper unbekannter Natur®, der durch Zentrifugieren und Fil- 
trieren entfernt werden muB. Eine rein alkoholische Lésung erwies sich anderer- 
seits fiir die nachfolgende Isolierung des Niederschlags als nachteilig. 

Zur Ausfallung des Cholesterins ist ein geringer UberschuB an Digitonin not- 
wendig?* 13, Die gravimetrisch bestimmte Niederschlagsmenge steigt mit wachsen- 
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dem Digitoniniiberschu8 an, da das Cholesterindigitonid nicht aquimolekular zu- 
sammengesetzt ist, auch sollen die kauflichen Digitoninpraparate stets durch ge- 
ringe Mengen von Cholesterindigitonid verunreinigt sein! *. Bei der photometri- 
schen Bestimmung des gewaschenen Niederschlags fallt die erstgenannte Tatsache 
jedoch nicht ins Gewicht, da nur das im Kisessig abgespaltene Cholesterin die 
Lieberman-Burchardtsche Farbreaktion gibt. Um den EinfluB8 der Verun- 
reinigungen der Digitoninpraparate zu ermitteln, versetzten wir je 4 von insge- 
samt 16 Proben gleichen Cholesteringehalts mit steigenden Mengen von Digi- 
toninlésung. Die nach entsprechender Praparation gefundenen Extinktionswerte 
stimmten bei allen 16 Proben iiberein mit einer Fehlerbreite von -- 0,01 Extink- 
tion. Daraus geht hervor, da die angegebene Menge von Digitoninlésung zur Fal- 
lung ausreicht und andererseits die heute kauflichen Praparate keine nennens- 
werten Verunreinigungen enthalten. 

Weiter konnten wir bestatigen, da die Fallung bereits nach 1 Stde. voll- 
kommen ist, entsprechend den Angaben von Schénheimer und Sperry’®. 

Bei Serumextrakten verlauft die Ausfallung des freien Cholesterins viel lang- 
samer als die des Gesamtcholesterins®. Fiir diese Tatsache konnten Sch6nheimer 
und Sperry keine Erklarung finden. Da wir diese Divergenz durch Zugabe von 
1—2 Tropfen einer wasserigen Kaliumchloridlésung beseitigen konnten, ist u. E. 
dieses Salz, das ja im Analysengang des Gesamtcholesterins durch das Neutrali- 
sieren der alkalischen Lésung entsteht, allgemein fiir das schnellere Ausfillen des 
Cholesterindigitonids verantwortlich zu machen. 

4. Die Isolierung des Niederschlags geschieht nach Schénheimer und 
Sperry in der auch von uns geiibten Weise mit dem Unterschied, da die Autoren 
zweimal mit Ather auswaschen. Nun soll das Cholesterindigitonid ,,in organischen 
Lésungsmitteln zum Teil erheblich besser léslich sein, als bisher angenommen 
wurde“$, Schénheimer und Dam® geben fiir 96-proz. Alkohol eine Léslichkeit 
von 20 mg %, entspr. einem Cholesteringehalt von etwa 5 mg %, an, fiir absol. 
Alkohol 90 mg %, entspr. etwa 22 mg °,. Ahnliche Werte nennt auch Windaus”, 
Klein!® erwahnt, da auch beim Auswaschen von Cholesterindigitonid mit 
gréBeren Mengen von Aceton-Alkohol Verluste entstehen. Da diese Frage fiir die 
Methodik von prinzipieller Bedeutung ist, priiften wir sie wie folgt: 

Von 14 Proben gleichen Cholesteringehalts wurde die eine Halfte nach der 
Fallung in der iiblichen Weise weiterbehandelt. Die andere Halfte wurde vor der 
Aceton-Atherwaschung zweimal mit 10 ccm Aceton-Alkohol ausgewaschen. Die 
dann gefundenen Extinktionswerte weichen untereinander und von den Kontrollen 
stark ab. Der gréBte Unterschied in den Extinktionen betrug 24 Teilstriche, das 
entspricht einem Cholesterinverlust von 0,25 mg, d. h. das Lésungsvermégen von 
Aceton-Alkohol fiir Cholesterindigitonid betragt etwa 5,6 mg%. 

Um diese wesentliche Frage auch gravimetrisch zu kontrollieren, wurden in 
GOOCH-Tiegel (G,) verschiedene Mengen von getrocknetem Cholesterindigitonid 
eingewogen (hergestellt durch Ausfallen aus einer alkoholischen Lésung von Chole- 
sterin cryst. ,,Merck*‘ mit Digitonin ,,Merck“‘). Das eingewogene Digitonid wurde 
mit 50 ccm einer aus absol. Alkohol und Aceton p.a. 1:1 bestehenden Wasch- 
fliissigkeit ausgewaschen und dann bei 105° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet . 
Es fanden sich Gewichtsdifferenzen (Tab. 2, 1—4), die einer Léslichkeit von 5,6 bis 
7,4mg% entsprechen. 

Es muBte auffallen, daB eine so markante Léslichkeit sich nicht stérend auf 
die Analysen auswirken sollte. Wir vermuteten deshalb, daB die Léslichkeit des 
Digitonids durch einen Digitoniniiberschu8 zuriickgedrangt werden kénnte. Ent- 
sprechende Versuche mit einer Waschfliissigkeit, bestehend aus Aceton p. a., absol. 
Alkohol und 0,5-proz. Digitoninlésung im Verhiltnis 5:5:2, zeigten bei photo- 
metrischer Bestimmung nur in 2 Fallen Extinktionsdifferenzen, die iiber die 
Fehlerbreite der Methode hinausgingen, bei gravimetrischer Bestimmung (Tab. 2, 
5—7) sogar keine meBbaren Unterschiede. Daraus geht hervor, da8 unter den 


19 W. Klein, diese Z. 254, 1 [1938]. 
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gewahlten Bedingungen die Léslichkeit des Digitonids in Aceton-Alkohol die quan- 
titative Ausfallung des Cholesterins nicht hindert. 

5. Zur Farbreaktion: Der getrocknete Niederschlag kann ohne Nachteil 
bis zur endgiiltigen Weiterverarbeitung mehrere Tage aufbewahrt werden. Auf die 
Besonderheiten beim Auflésen in Eisessig wurde bereits hingewiesen. Bei diesem 
Vorgang zerfallt das Digitonid in seine Komponenten, und das freigesetzte Chole- 
sterin kann mit der Farbreaktion quantitativ bestimmt werden. Auch das freic 
Digitonin gibt mit Essigsiureanhydrid und Schwefelsiure eine Farbreaktion, dic 
aber in einen anderen Spektralbereich fallt und bei Verwendung eines geeigneten 
Filters die photometrische Bestimmung des Cholesterins nicht beeintrachtigt®. 
Ireland® dagegen sieht in dieser Farbreaktion eine erhebliche Fehlerquelle. Ein 
eigener grober Orientierungsversuch zeigte in der Tat, da8 nach Zusatz von freiem 
Digitonin zu dem gelésten Digitonid die Extinktion zunimmt und der griine Farbton 
der Liebermann-Burchardtschen Reaktion mit steigenden Digitoninmengen 
immer mehr ins Braunliche umschlagt. Dieser Effekt 148t sich allerdings nur mit 
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Abb. 2. Kolorimetrische Bestimmung von Cholesterin bei 18° (a) und bei 39° (b). 


sehr groBen Digitoninmengen erzielen, so da es fraglich erscheint, ob er unter 
den gewohnlichen Analysenbedingungen ins Gewicht fallt. Die geringe Streuung 
der Eichkurve spricht dagegen. 

Vergleichsuntersuchungen zwischen Essigsiureanhydrid p. a. und Essigséure- 
anhydrid DAB 6 ergaben keine nennenswerten Unterschiede. Gleichwohl haben 
wir bei allen Untersuchungen das Analysenpriaparat bevorzugt. 


Treland® hat den Einflu8 von Licht, Temperatur, Zeit und Konzentration 
der Reagenzien auf den Ausfall der Farbreaktion sorgfaltig untersucht. Er kommt 
dabei zu Ergebnissen, die in einigen Punkten mit denen von Schénheimer und 
Sperry nicht iibereinstimmen. Schénheimer und Sperry geben an, da eine 
Erhéhung der Reaktionstemperatur nur die Geschwindigkeit der Farbreaktion, 
nicht aber das Farbmaximum beeinflussen. Ireland dagegen konnte zeigen, daB 
sowohl Form wie Gipfelhdhe der Extinktions-Zeit-Kurve weitgehend von der 
Temperatur beeinfluBt werden. In Ubereinstimmung damit zeigten eigene Ver- 
suche mit einer Reaktionstemperatur von 18° geringere Farbintensitaten als bei 
einer Temperatur von 39°. Die Extinktions-Zeit-Kurve bei39° hat einen sehr schma- 
len Gipfel mit einem Maximum nach genau 15 Min. Die Ablesebreite, d. h. die Zeit 
bis zum Wiederabsinken der Farbintensitat, betrigt héchstens 2 Min.: innerhalb 
dieser Zeit muB abgelesen werden. Dann erhailt man aber sehr wohl reproduzierbare 
Werte, vorausgesetzt, daB man das Wasserbad vollstindig abgedunkelt und auf 
konstanter Temperatur gehalten hat. Unter diesen Bedingungen kann man nur mit 
gut eingespielter Assistenz arbeiten. Deshalb verdient fiir die Praxis der Vorschlag 
von Ireland den Vorzug, wonach die Farbreaktion im Dunkeln bei 18° ausgefiihrt 
und nach 60 Min. mit einer Ablesebreite von fast 20 Min. am Photometer quanti- 
tativ bestimmt wird. Der Nachteil einer geringeren Extinktion und damit eines 
etwas héheren Eichfaktors wird durch die groBe Ablesebreite und den Verzicht auf 
einen Thermostaten reichlich aufgewogen. 
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Die Giiltigkeit des Lambert-Beerschen Gesetzes ist nach Schénheimer 
und Sperry, Noyons und Polano wie auch durch unsere eigenen Versuche 
erwiesen (Abb. 2). 

Zur Ermittlung des Eichfaktors wurden 100 mg Cholesterin (cryst. Merck) 
3 Tage im Vakuumexsiccator iiber Calciumchlorid getrocknet und in 100 ccm 
Aceton-Alkohol gelést. Aus dieser Stammlésung wurde durch Verdiinnen eine 
Ausgangslésung von 10 mg% Cholesteringehalt hergestellt. Steigende Mengen 
dieser Lésung, entspr. Cholesterinmengen von 0,1 bis 1,0 mg, wurden mit Digitonin 
gefallt und der Niederschlag in iiblicher Weise verarbeitet. Die gefundenen Extink- 
tionswerte bei 39° zeigt Tab. 3. 


Tab. 3. Extinktionswerte bei verschiedenem Cholesteringehalt, bei 39° nach 
15 Min. abgelesen. 











Cholesteringehalt i Sn a 
in mg Extinktionswerte 

0,1 0,090 0,080 0,085 0,085 0,080 0,085 

0,2 0,160 0,160 0,170 0,170 0,165 0,170 

0,3 0,245 0,250 0,250 0,245 0,250 0,250 

0,4 0,330 0,325 0,330 0,330 0,335 0,325 

0,5 0,410 0,415 0,420 0,420 0,415 0,415 

0,6 0,505 0,505 0,500 0,500 0,505 0,505 

0,8 0,670 0,670 0,670 0,670 0,690 0,680 

1,0 0,830 0,830 0,820 0,830 0,825 0,830 


Wie Abb. 2 zeigt, liegen alle Werte auf einer Geraden. Aus den verschiedenen 
Tabellen geht hervor, daB bei genauem Arbeiten nur mit einer Streuung von + 0,005 
Extinktionswert zu rechnen ist. Dies entspricht einer Erfassungsbreite von rund 
+ 0,007 mg Cholesterin und damit einer etwa hundertfach gréBeren Genauigkeit, 
als bei gravimetrischen Verfahren zu erreichen ist. 

Die technische Durchfiihrung der modifizierten Cholesterinbestimmung nach 
Schénheimer und Sperry verlangt zwar sorgfaltiges und geiibtes Arbeiten, 
dafiir tibertrifft sie aber alle anderen Methoden an Genauigkeit und Sicherheit. 
Sie entspricht allen Anforderungen, die an feinere blutchemische Untersuchungen 
gestellt werden miissen. 


Zusammenfassung 


Es wird eine kritische Ubersicht iiber die gebrauchlichen Chol- 
esterinbestimmungsmethoden gegeben und das von Schénheimer 
und Sperry ausgearbeitete Verfahren als Methode der Wahl empfohlen. 

Die im Originalverfahren enthaltenen Fehlerquellen werden auf- 
gezeigt und auf Grund experimenteller Untersuchungen Abanderungen 
des Bestimmungsganges vorgeschlagen. 

Es wird gezeigt, daB die modifizierte Methode eine zuverlassige 
Bestimmung des freien und des Gesamtcholesterins erméglicht. 
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Anordnung und Vorrichtung zur quantitativen Mikrobestimmung 
von chemischen Elementen in biologischen und anderen Fliissigkeiten 
mittels Hochfrequenz-Entladungsphotometrie 


Vorliufige Mitteilung 
Von 
G. 0. Schliitz 


Diagnostisches Institut, Freiburg i. Br. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Mai 1953) 


Die Flammenphotometrie hat sich bei der Erforschung des Mineralstoff- 
wechsels als eine sehr wertvolle Methode erwiesen. Im folgenden soll eine methodi- 
sche Neuerung und Verfeinerung dieses Verfahrens beschrieben werden!. Neben 
einem guten Photoelement und Lichtzeigersystem kommt es dabei besonders auf 
das Zerstiubersystem an, das noch einen geniigend langen MeBeffekt garantieren 
soll. Zu diesem Zweck wurde ein neues Brennersystem entwickelt, das auf folgenden 
Tatsachen beruht: 

Legt man an ein Vakuumrohr im Bereich von 10-* mm eine Hochfrequenz- 
spannung (capacitativ) an, so tritt Entladung ein, an der abgesehen vom Fiillgas 
auch noch andere in dem Rohr vorhandene Elemente teilnehmen. Ein solcher 
Brenner gestattet eine praktisch unbegrenzte Wiederholung der Lichtemission der 
im Vakuumrohr vorhandenen Elemente, da die Emission praktisch substanz- 
verlustlos durchgefiihrt wird. Grundlegend waren insofern nur noch die Bedin- 
gungen, unter denen eine maximale Leuchtdichte auftritt. Diese wiederum ist 
abhangig von folgenden Faktoren: 


von dér angelegten Spannung, 

der gleichzeitig damit verbundenen Wattleistung 

und der Form der speziell zur Messung gelangenden Leuchtstelle. 

Als Brenner dieser Art verwandte ich Quarzrohrsysteme (siehe die Abb.). 
Die Endkolben dieser Quarzbrenner wurden metallisiert und dienten als Anlage- 
stellen der Zufiihrelektroden. Die kapillare Einschniirung in der Mitte diente als 
maximal leuchtende MeBkapillare, da in ihr auf Grund dieser Anordnung die Ent- 
ladung am dichtesten zusammengebiindelt ist. 

Abb. 1 stellt das Prinzip des neuen Entladungsbrenners in schematischer 
Darstellung in seiner einfachsten Form dar. Die Vorrichtung nach Abb. 2 unter- 
scheidet sich von der vorhergehenden dadurch, daf eine zusatzliche Kapillare zur 
Einfiihrung der Untersuchungsfliissigkeit Verwendung findet. Nach Abb. 3 ist die 
Einfithrungskapillare zusitzlich noch als MeSbiirette und Vakuumzerstauber- 
system ausgebildet. In Abb. 4 ist an der MeBbiirette als Einfiihrungskapillare 
noch eine Siebfritte zum Zuriickhalten eventueller Yerunreinigungen angebracht. 

In praxi werden die dargestellten Rohre auf den gewiinschten Druck leer 
gepumpt, was sich mit einer gew6dhnlichen Wasserstrahlpumpe leicht bewerk- 
stelligen 1aBt. Alle Haihne werden fest geschlossen. Durch die aufgesetzte MeB- 
biirette wird durch vorsichtiges Offnen und SchlieBen des Hahnes z. B. 0,01 com 
oder noch weniger Untersuchungsfliissigkeit in das Rohr eingelassen. Die Unter- 
suchunggsfliissigkeit befindet sich feinst vernebelt im Entladungsrohr. Wird nunmehr 
eine gentigend hohe Hochfrequenzspannung — ich benutzte bei meinen Versuchen 
einen 400-Watt-UKW-Sender, mit dem ich hohe Leistungen erzielte — angelegt, 
so entsteht fiir die ganze Dauer dieser elektrischen Erregung eine Lichtemission, die 
z. B. photometrisch unter Vorschalten von geeigneten Interferenzfiltern aus- 
gewertet wird. Solche Messungen kénnen, wenn das Entladungsrohr nach seiner 
Bestiickung mit der Untersuchungssubstanz hermetisch verschlossen wird, be- 
liebig oft fiir den gleichen Stoff wiederholt werden. Denn sie arbeiten praktisch 


1 Vgl. G. O. Schlitz, Schweiz. Med. Wschr. 88, 383, 452 [1953]. 
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substanzverlustlos, weil weder Verbrauch noch Abfiihren von Analysensubstanz 
stattfindet. Das ist bei kostbaren und geringen Ausgangsmengen von allergroBter 
Bedeutung, zumal wenn Stérungen im MeBsystem auftreten. Man kann nach deren 
Beseitigung die Messung dennoch durchfiihren und ist vor peinlichen Verlusten 
geschiitzt. 
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Abb. 1—4. Verschiedene Ausfiihrungen des Hochfrequenz-Entladungs- 
brenners. 


Die Gliihintensitat und ihre damit fiir die Messung verbundene Lichtemission 
kann im Gegensatz zur gewohnlichen Flammenphotometrie mit Leuchtgas, Propan 
und Acetylengasbrennern, die an ihren feststehenden kalorischen Heizwert ge- 
bunden sind, leicht von dem geringsten Gliihwert iiber alle Zwischenstufen bis zu 
3000° C und mehr hoch getrieben werden, entsprechend der zugefiihrten Watt- 
leistung. Man beherrscht somit vollkommen alle Temperaturintervalle und kann so- 
mit die fiir jedes Element experimenteli ermittelte giinstigste Wattleistung einstellen. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie, 293 18 
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Obschon Quarz bei etwa 1800° C seinen Erweichungspunkt besitzt, spielen bei 
kurzwahrenden Messungen héhere Temperaturen keine so groBe Rolle, da der 
Hochfrequenzgliihbogen achsenzentral steht und nicht wandnah verlauft. Uber 
Einzelheiten der Mikrobestimmung verschiedener Elemente wird in Kiirze berichtet. 


Zusammenfassung, 


Es wird ein neuer Hochfrequenz-Entladungsbrenner beschrieben, der es er- 
laubt, praktisch substanzverlustlos und unbegrenzt oft reproduzierbare, quantita- 
tive Messungen in geringsten Analysenausgangsmengen von Elementen durch- 
zufiihren, die mit Spektrographie, Spektrophotometrie und Photometrie erfaBt 
werden kénnen. Dieses System erméglicht Daueruntersuchungen im Massen- 
experiment auch an Laboratoriumskleinsttieren zu vergleichend physiologischen 
Zwecken ohne gro8en Blutverlust und ohne Beeintrachtigung des Blutkreislauf- 
volumens. 


Elektrophorese von Galaktogen und Glykogen bei Gegenwart 
anderer Kohlenhydrate 


Von 


M. Geldmacher-Mallinckrodt und F. May 


Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Erlangen 
Vorstand: Prof. Dr. Dr. F. May 
(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Juni 1953) 


Die Trennung kleinster Mengen von Glykogen und Galaktogen in 
.Gemischen dieser beiden tierischen Polysaccharide durch Elektrophorese 
wurde in einer ersten Abhandlung gezeigt. Dabei war die Papierelektro- 
phorese durch die Seidenelektrophorese ersetzt. worden}. 

In weiteren Untersuchungen iiber die Trennbarkeit der beiden 
Polysaccharide bei gleichzeitigem Zusatz von Glucose und Galaktose 
zeigte sich, daB durch Elektrophorese das Galaktogen von der Galaktose 
getrennt wird, wahrend Glykogen und Glucose sich nicht trennen und als 
Gemisch wandern. Zur Kliérung dieses unterschiedlichen Verhaltens 
wurden deshalb Mischungen von Glykogen bzw. Galaktogen mit den 
verschiedensten Kohlenhydraten der Elektrophorese unterworfen und 
die Méglichkeit einer Trennung hierfiir gepriift. 

Im einzelnen gelangten Mischungen von Glykogen bzw. Galaktogen 
mit je einem der folgenden Kohlenhydrate zur Elektrophorese: 


Monosaccharide: 
Xylose Glucose Fructose 
Arabinose Galaktose 
Mannose 
Oligosaccharide: 
Malzzucker Milchzucker Rohrzucker 
Trehalose Melibiose Raffinose 





1M. Geldmacher-Mallinckrodt u. H. Weinland, diese Z. 292, 65 
[1953]. 
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Polysaccharide und Starken: 

Glucosepolysaccharide: Dextrin weib 

Dextrin gelb 
Amylopektin 

Mannosepolysaccharide: Hefegummi 

Fructosepolysaccharide: Inulin 

Das verwendete Glykogen war ein besonders reines Praiparat, das aus 
Kaninchenleber durch Verkochen in Lauge gewonnen und anschlieBend durch 
mehrfaches Umfallen mit Alkohol aus saurer und alkalischer Lésung von Ver- 
unreinigungen und Salzen befreit worden war. 

Galaktogen war in gleicher Weise aus frischen Eiern von Helix pomatia® 
gewonnen. 

Das Hefegummi wurde nach Laugeverkochung iiber die Kupferverbindung 
gereinigt. 

Amylopektin wurde aus Kartoffelstarke dargestellt*. 

Die iibrigen verwendeten Kohlenhydrate waren reine Handelspraparate. 

Die verwendeten Elektrophoresekammern sind die von GraBmann, Hannig 
und Knedel‘ angegebenen. 

Gearbeitet wurde ebenso wie bei der elektrophoretischen Trennung von 
Glykogen und Galaktogen! bei 220 V, 6°C in einem Veronalnatrium-Natrium- 
acetatpuffer vom py 9,3 und dem Ionenprodukt w = 0,1. Als Tragersubstanz 
diente wieder reine tierische Seide. Der Start lag anodennahe, die Elektrophorese 
dauerte stets 4 Stunden. 

Die untersuchten Mischungen wurden so hergestellt, daB gleiche Teile 10-proz. 
waBriger Lésungen von Glykogen bzw. Galaktogen und einer 10-proz. Lésung 
der oben genannten Kohlenhydrate im Reagensglas zusammengegeben wurden. 
(Von Amylopektin entsprechend der geringen Léslichkeit wurde eine 2,5-proz. 
Lésung zur Herstellung der Mischung verwendet.) Auf den Elektrophoresestreifen 
wurden 0,02 ccm aufgetragen, entspr. 2 mg Substanzgemisch. 

Zur Entwicklung der Zucker auf dem Seidenstreifen nach der 
Elektrophorese wurde der vorher getrocknete Streifen mit einer alkoholi- 
schen schwefelsauren «1-Naphthollésung bespriiht. Dieses Reagens liefert 
mit den verschiedenen Kohlenhydraten verschiedenartige, meist sehr 
charakteristische Farben®, wobei der Veronalpuffer nicht stért. Durch 
diese Behandlung sind die Kohlenhydratzonen nicht nur allgemein 
lokalisiert, sondern auch im Falle einer elektrophoretischen Trennung 
durch die charakteristischen Farbreaktionen identifiziert. 

Als Ergebnis dieser Untersuchungen zeigte sich, daB 
Glykogen von keinem der beigemischten Kohlenhydrate durch Elektro- 
phorese getrennt werden kann, da auf dem Seidenstreifen nach der Ent- 
wicklung immer nur eine Zone auftrat. 

Dagegen erfolgt in jedem Fall eine Abtrennung des Galaktogens 
aus Galaktogen-Kohlenhydratmischungen, wobei das Galaktogen immer 
die langsamer wandernde Komponente ist, vollig gleichlaufend wie bei 
der Elektrophorese von Glykogen-Galaktogenmischungen. 

2 F. May, Z. Biol. 92, 325 [1932]. 

3K. G. Krishnaswamy u. A. Sreenivasan, J. biol. Chemistry 176, 1253 
[1948]. 

4 W.Grassmann, K.Hannig u. M. Knedel, Dtsch. Med. Wschr. 76, 
333 [1951]. 

5 M. Geldmacher-Mallinckrodt, Biochem. Z., im Druck. 
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Daraus kann man den SchluB ziehen, daB fiir die Trennung des 
Galaktogens von Glykogen bzw. den anderen untersuchten Kohlen- 
hydraten eine Reihe von Faktoren offenbar keine Rolle spielten: 

1. Die MolekiilgréBe ist fiir die elektrophoretische Abtrennung des 
Galaktogens ohne Bedeutung. 

2. Die Trennung erfolgt unabhingig davon, ob Kohlenhydrate 
mit «-glykosidischer Bindung (Malzzucker, Melibiose, Trehalose, Raffi- 
nose) oder solche mit £-glykosidischer Bindung (Milchzucker) vorliegen. 

3. Fir die Abtrennung des Galaktogens ist es gleichgiiltig, ob 
reduzierende (z. B. Monosaccharide, Milchzucker, Malzzucker) oder 
nicht reduzierende Zucker (Rohrzucker, Trehalose, Raffinose) beige- 
mischt werden. 

Nach den Untersuchungen von Bel! und Baldwin enthilt Galak- 
togen im Gegensatz zu allen anderen natiirlichen Staérken neben d-Galak- 
tose etwa 15% l-Galaktose im Molekiil®. Der Gedanke lag nahe, den 
Gehalt an /-Galaktose fiir das abweichende Verhalten des Galaktogens 
bei der Elektrophorese verantwortlich zu machen. Die elektrophoretische 
Untersuchung z. B. von d- und /-Xylose, die zur Verfiigung standen, 
ergab keine Méglichkeit der Trennung der beiden Stereoisomeren von- 
einander oder von Glykogen. 

In Mischungen von Galaktogen und d- oder /-Xylose erfolgt jedoch 
immer Trennung von Galaktogen. Die d- bzw. /-Xylose verhialt sich 
also hier wie alle tibrigen Zucker. 

Ks ist daher wahrscheinlich, daB die /-Galaktose des Galaktogens 
nicht fiir das abweichende Verhalten dieses Polysaccharides bei der 
Elektrophorese verantwortlich gemacht werden kann, wobei uns bewuBt 
ist, daB das Beispiel d-l-Xylose nicht absolut beweisend ist. 

Weiter wurden Mischungen von Glykogen bzw. Galaktogen mit 
Substanzen, die den Zuckern nahestehen, untersucht. Die oben ge- 
nannten Konzentrationen wurden beibehalten. 

Verwendet wurden Glucosamin, Fucose und Galakturon- 
saure. 

Glucosamin. Glucosamin gibt mit dem «-Naphtholreagens nur 
eine geringfiigige braunliche Verfarbung. Deshalb wurde es gesondert 
mit Benzidin nachgewiesen. 

Arbeitsgang: Jeder Streifen wurde nach Beendigung der Elektrophorese 
der Lange nach in zwei gleich breite Teile zerschnitten und auf dem einen 
Glucosamin mit Benzidin’, auf dem andern Glykogen bzw. Galaktogen mit a- 
Naphthol nachgewiesen. Legt man die beiden Halften nebeneinander, so ist die 
Lage der einzelnen Zonen leicht zu vergleichen. 

Der Vergleich zeigt, daB Glucosamin sich nicht nur vom Galaktogen. 
sondern auch vom Glykogen abtrennt. Es liegt in beiden Fallen als 
breite Zone zwischen dem Galaktogen, das starker zur Anode wandert 


6 D. J. Bell u. E. Baldwin, J. Chem. Soc. [London] 1941, 125. 
7 R.H. Horrocks, Nature [London] 164, 444 [1949]. 
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als Glucosamin und dem Glykogen, das stairker kathodenwiarts liegt als 
die beiden genannten. Wegen der Breite des Glucosaminstreifens ist eine 
exakte Trennung vom jeweiligen Polysaccharid bei vierstiindiger Elek- 
trophorese schwer zu erreichen. 

l-Fucose. Mit «-Naphthol gibt /-Fucose eine griinbraune Re- 
aktionsstelle. Eine Zerschneidung der Elektrophoresestreifen ist deshalb 
hier nicht notwendig. 

Bei der Elektrophorese zeigt sie ein ahnliches Verhalten wie Glu- 
cosamin. Fucose wandert schneller als Galaktogen und etwas langsamer 
als Glykogen und ist von beiden Polysacchariden gut zu trennen. Es 
scheint, da8 hydroxylarmere Verbindungen sich bei der Elektrophorese 
anders verhalten als die iibrigen Kohlenhydrate. 

Galakturonsaure trennt sich ebenfalls von Glykogen und Galak- 
togen, welche beide schneller wandern als Galakturonsiure. Sie wird mit 
«-Naphthol rotviolett mit schneller Verfarbung nach schwarz. Die Lage 
des schwarzen Streifens zeigt, daB sich die Galakturonséure nur wenig 
vom Start entfernt hat. 

Glucosamin, /-Fucose und Galakturonséure ahneln in ihrem Ver- 
halten insofern dem Galaktogen, als sie unter den gewahlten Bedin- 
gungen langsamer als Glykogen und die anderen Kohlenhydrate wandern. 
Nimmt man mit Kunkel und Tiselius® an, daB viele Kohlenhydrate 
elektroneutral sind und in der Elektrophoresekammer nicht auf Grund 
einer elektrischen Ladung, sondern nur durch Diffusion und Elektro- 
osmose transportiert werden, so ist die reine elektrophoretische Wande- 
rung aller langsamer als die Zucker wandernden Stoffe und damit 
auch die Wanderung von Galaktogen, Glucosamin, /-Fucose und Galak- 
turonsiure zur Anode gerichtet. Wahrend die vorliegenden Untersuchun- 
gen diese Annahme bestitigen, nimmt in der Reihe der reinen Kohlen- 
hydrate das Galaktogen-Molekiil eine Ausnahmestellung ein. Offen- 
bar ist es nicht nur aus elektroneutralen Zuckermolekilen aufgebaut, 
sondern enthalt Bausteine, die auch in gebundener Form im Galaktogen- 
Molekiil dieses unter den gewahlten Bedingungen zwingen, anodisch zu 
wandern. Damit soll nicht gesagt sein, daB es sich dabei um Fucose, 
Glukosamin oder Galakturonsaéure handelt. 

Um diese elektrisch nicht neutrale Komponente des Galaktogens 
niher zu charakterisieren, wurde neben Galaktogen auch Glykogen 
durch Saiurehydrolyse gespalten und die Hydrolyseprodukte der Elektro- 
phorese unterzogen. 


Durchfiihrung der Hydrolyse: 100mg Galaktogen bzw. Glykogen, 
gelést in 4 ccm 3-proz. Schwefelsiure, wurden 4 Stdn. unter RiickfluB im siedenden 
Wasserbad erhitzt, die schwach gelb gefarbte Lésung durch Zugabe von Barium- 
carbonat neutralisiert, der Bariumsulfatriickstand abzentrifugiert, zweimal mit 
Wasser ausgewaschen und die vereinigten Eluate mit verdiinnter Schwefelsaure 
auf py 6 gebracht. Nach abermaligem Zentrifugieren wurde die iiberstehende 





8 H.G. Kunkel u. A. Tiselius, J. gen. Physiol. 35, 89 [1951]. 
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klare Lésung auf dem Wasserbad auf 1 ccm eingeengt, wonach sie etwa einer 
10-proz. Zuckerlésung entsprach. 

Durchfiihrung der Elektrophorese: Die Elektrophorese erfolgte wieder 
wie oben beschrieben mit 0,02 cem der Hydrolysenfliissigkeit pro Seidenstreifen. 

Nach Elektrophorese des Glykogen-Hydrolysates und Entwicklung 
mit Benzidin zeigte sich nur eine starke Zuckerzone in dem fiir Glucose 
und die anderen Kohlenhydrate charakteristischen Abstand von der 
Startlinie. Dagegen wies das in der gleichen Weise behandelte Elektro- 
pherogramm des Galaktogen-Hydrolysates vier verschiedene mit 
Benzidin nachweisbare Zonen auf (Abb. 1). 





Zone lV III II I 
Start 


Abb. 1. Elektropherogramm des Galaktogen-Hydrolysates. 


Die am stirksten gefairbte Zone lag am weitesten vom Start ent- 
fernt an der fiir die reinen Kohlenhydrate charakteristischen Stelle 
(Zone I). Weiter anodenwarts fand sich eine auBerst schwache, im Bild 
jedoch gut sichtbare Zone (II), hierauf folgte die stark hervortretende 
Zone III und noch weiter eine etwas diffuse, aber deutlich sich hervor- 
hebende Zone IV. Mit «-Naphthol war Zone I sehr stark, Zone III 
schwach violett, Zone II und IV nicht anfarbbar. 


Um diese vier Zonen ihrer Lage entsprechend einordnen zu k6nnen, 
wurden Mischungen von Galaktogen-Hydrolysat mit 

1. unverandertem Galaktogen und 

2. mit Galakturonsiure 


der Elektrophorese unterworfen. 


Die Mischung aus Hydrolysat und Galaktogen wurde so hergestellt, 
da8 pro Elektrophoresestreifen in 0,02 com Lésung etwa 2000 y Hydro- 
lysat und 1000 y Galaktogen aufgetragen wurden. Nach der Elektro- 
phorese war dann das Galaktogen in dieser Menge schon auf dem un- 
entwickelten Streifen als schwach gelbe verkrustete Zone zu erkennen. 
Die anderen Fraktionen wurden durch Bespriihen mit Benzidin sichtbar 
gemacht. Es zeigte sich, daB Galaktogen kathodenwirts unmittelbar 
vor Zone III lag. 


Bei der Elektrophorese der Mischung aus Galaktogen-Hydrolysat 
mit Galakturonsiure wurden pro Streifen 0,02 cem Lésung mit ungefahr 
2000 y Hydrolysat und 400 y Galakturonsiure verwendet. Nach Ent- 
wicklung mit Benzidin waren Zone I, If und III unverandert zu er- 
kennen, waihrend Zone IV von der zugesetzten Galakturonsiéure iiber- 
deckt war. 
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Chromatographische Analyse der Elektrophoresezonen 


Zur weiteren Charakterisierung wurden die Elektrophoresezone 
des Glykogen-Hydrolysates sowie Zone I und III des durch Elektro- 
phorese aufgetrennten Galaktogen-Hydrolysates eluiert und nach KEin- 
engung der chromatographischen Analyse unterworfen. Gleichzeitig 
wurden Chromatogramme der urspriinglichen Galaktogen- bzw. Gly- 
kogen-Hydrolysate hergestellt. Zone II und IV des Galaktogen-Hydro- 
lysat-Elektropherogramms k6énnen vorlaufig noch nicht untersucht 
werden, da die eluierte Menge zu gering ist. 


Die Chromatogramme liefen aufsteigend mit Butanol-Hisessig-W asser 4:1:5 
auf Schleicher & Schiill-Papier Nr. 2043B iiber 24 Stunden. Als Testsubstanz 
wurden Glucose und Galaktose mitgefiihrt. Entwickelt wurde durch Bespriihen 
mit Benzidin. 


1. Chromatogramm des Glykogen-Hydrolysates : 


Aufgetragen wurden 0,002 ccm 5-proz. Lésung, enthaltend etwa 
100 y Substanz. Nach Entwicklung mit Benzidin zeigten sich neben der 
als Hauptmenge vorhandenen Glucose (Ry = 0,18) 4 mit Benzidin 
gerade noch nachweisbare Reaktionsstellen mit den Ry-Werten 0,01, 
0,04, 0,05, 0,23. 


2. Chromatogramm der nach Elektrophorese des Glykogen-Hydroly- 
sates eluierten Zuckerzone: 


Von 2 Seidenstreifen mit je 0,02 ccm 10-proz. Hydrolysates ~ 2000 y wurde 
nach Elektrophorese der Linge nach 1/, abgeschnitten und mit Benzidin ent- 
wickelt, um die Lage der Zucker genau festzustellen. Aus den beiden Reststreifen 
wurden die entsprechenden Stiicke herausgeschnitten und mit je 10 ccm reinem 
H,O dreimal eluiert. Danach war mit Benzidin auf den Seidenlappchen kein 
Zucker mehr nachweisbar. Die Ausziige wurden vereinigt und auf 0,1 ccm ein- 
geengt, so daB eine etwa 3-proz. Zuckerlésung vorlag. Ausgefallenes Salz wurde 
abzentrifugiert. Von der klaren, schwach gelblichen Lésung wurde zur Chromato- 
graphie je Flecken zweimal 0,002 ccm aufgetragen, insgesamt also rund 100 y, 
wobei vor der zweiten Auftragung mit Warmluft getrocknet wurde. 


Nach Entwicklung des Chromatogramms liegen dieselben Ver- 
haltnisse wie unter 1 vor. 


3. Chromatogramm des Galaktogen-Hydrolysates : 


Das Chromatogramm wurde in gleicher Weise wie oben fiir Gly- 
kogen beschrieben hergestellt, nur wurden hier 0,002 ccm 10-proz. Lé- 
sung also 200 y aufgetragen. Es erfolgte bei 3 Versuchen Aufteilung in 
5 Komponenten mit den folgenden Ry-Werten (s. Abb. 2, Nr. 4): 


0,05 0,04 0,04 
0,07 0,06 0,07 
0,09 0,08 0,08 
0,16 0,16 0,16 


0,25 0,25 0,25 
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Start 


1 2 3 4 
Abb. 2. Chromatogramme von 
1. Zone I. des Galaktogen-Hydrolysates, 
2. Zone III des Galaktogen-Hydrolysates, 
3. reiner Galaktose, 
4. unverandertem Galaktogen-Hydrolysat. 


Die Fraktion mit dem Ry-Wert 0,16 ist in der Farbung die inten- 
sivste und konnte auch durch Vergleich mit mitgefiihrter Galaktose 
(Abb. 2, Nr.-3) als solche identifiziert werden. In sehr viel geringerer 
Menge, jedoch mit Benzidin noch deutlich anfarbbar war Fraktion 0,04 
bzw. 0,05, wahrend die anderen Spaltstiicke mit Benzidin nur sehr 
schwach braun gefarbte Flecken ergaben. 


4. Chromatogramm der durch Elektrophorese getrennten Zonen I 
und III des Galaktogen-Hydrolysates : 

Nach Elektrophorese von je 0,02 ccm Hydrolysat je Seidenstreifen wurde 
wieder von jedem Streifen 1/, der Lange nach abgeschnitten und mit Benzidin 
entwickelt. Dementsprechend wurde dann aus dem restlichen Seidenstreifen Zone I 
und Zone IIT herausgeschnitten. 

Zonel: Aus vier Elektrophoresestreifen wurden ungefahr 6000 y von 
Zone I in der bei Glykogen unter 2 beschriebenen Weise eluiert und auf 0,06 ccm 
eingeengt. Die Lésung war so etwa 10-proz. an Hydrolyseprodukten. Zur Chromato- 
graphie wurden 0,002 cem, etwa 200 y aufgetragen. 

Das entwickelte Chromatogramm zeigte das gleiche Bild wie das- 
jenige des Galaktogen-Hydrolysates, nur die dort in relativ groBer 
Menge vorhandene Komponente mit dem Ry-Wert 0,04 war hier nicht 
sicher vorhanden (Abb. 2, Nr. 1). 

Zone III: Die entsprechenden Stiicke von neun Elektrophoresestreifen 
wurden dreimal mit je 10 ccm heiBem Wasser eluiert, weiterbehandelt wie bei 
Glykogen unter 2 beschrieben und zum SchluB auf 0,06 ccm eingeengt. Davon 
wurden zur Chromatographie je Flecken 0,02 cem verwendet, die durch wieder- 
holtes Auftragen von 0,002 ccm und jedesmaligem Antrocknen durch Warmluft 
an drei Startstellen aufgebracht wurden, so daS drei Chromatogramme gleich- 
zeitig zur Verfiigung standen. 

Nach Entwicklung eines dieser Chromatogramme zeigte sich eine 
stark braune runde Reaktionsstelle mit dem Ry-Wert von 0,06. Sehr 
viel weiter vom Start entfernt war der ebenfalls im Chromatogramm 
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gewanderte Puffer als mit Salz inkrustierte Stelle zu erkennen (s. Abb. 2, 
Nr. 2). Bei der Angabe eines Ry-Wertes muB hier beriicksichtigt wer- 
den, da8 die zur Chromatographie aufgetragene Losung stark salz- 
haltig war, was den Ry-Wert beeinfluBt. Eine genaue Bestimmung wird 
erst nach Gewinnung salzfreier Losungen aus einer gréBeren Menge von 
Fraktion III méglich sein. 

Prifung des Chromatogramms von ZonelIlIl auf Vergar- 
barkeit: Ein weiteres Chromatogramm von Zone IiI wurde mit einer 
25-proz. Aufschwemmung von an Galaktose angepabter Bierhefe’ be- 
spriht und 50 Min. in wasserdampfgesittigter Atmosphare bei 37° 
gehalten?®, Nach Trocknen mit Warmluft wurde mit Benzidin ent- 
wickelt. Durch die Vergirung wurde die Farbintensitét der Reaktions- 
stelle gegeniiber dem unvergorenen Chromatogramm nicht verandert 
(der Hefe wurde in einem Parallelversuch 50 y Galaktose angeboten, 
die sie ohne weiteres vergirte). Die Versuche zeigen, daB das Eluat aus 
Zone III nicht vergiarbar ist. 

Der Gehalt des Galaktogen-Hydrolysates an Fraktion II, III und IV 
ist vorerst nur schwer zu schatzen, da gleiche Mengen von Zuckern bzw. 
den Zuckern verwandten Stoffen je nach ihrer Natur und Konzen- 
tration mit Benzidin ganz verschieden intensiv gefirbte Reaktions- 
stellen liefern. Bei vorsichtiger Schaitzung diirfte Fraktion III im Galak- 
togen-Hydrolysat zu etwa 0,5—1%, Fraktion II und IV in sehr viel 
geringerer Menge enthalten sein. 

Die beschriebenen Versuche zeigen, da sowohl Galaktogen wie 
auch seine Hydrolysenprodukte bei der Elektrophorese ein von anderen 
Kohlenhydraten abweichendes Verhalten aufweisen. Daraus darf man 
den SchluB ziehen, daB das Galaktogenmolekiil voraussichtlich nicht 
nur aus d- und /-Galaktose aufgebaut ist. Inwieweit Komponenten mit 
Saurecharakter oder Bausteine mit einer geringeren Zahl von Hydroxyl- 
gruppen beim Aufbau des Galaktogens beteiligt sind, 1aBt sich durch 
diese Versuche noch nicht sicher beantworten. Eine weitere Klairung 
dieser Frage soll nach Gewinnung gréBerer Mengen der einzelnen Frak- 
tionen versucht werden. 

Zusammenfassung 


Das Galaktogen kann durch eine zur Anode gerichtete elektro- 
phoretische Wanderung von einer groBen Anzahl anderer Kohlen- 
hydrate getrennt werden. 

Als Ursache hierfiir wird ein Aufbau des Galaktogenmolekiils nicht 
nur aus elektrisch neutralen Galaktosebausteinen, sondern auch aus 
elektrisch nicht neutralen Komponenten angenommen. In Uberein- 
stimmung damit konnten die Hydrolyseprodukte des Galaktogens durch 
Elektrophorese in vier Komponenten mit unterschiedlicher zur Anode 
gerichteter Beweglichkeit aufgetrennt werden. 





® R. Wilson, in Bamann-Myrback, Die Methoden der Fermentforschung, 


S. 1294 [1941]. 
10 H. Weinland, diese Z., im Druck. 
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Eine neue Diat zur Auslésung 
der alimentaéren Lebernekrose bei jungen Albino-Ratten 
(Champignon-Diat) 
Von 


H. Fink, I. Schlie und U. Ruge 


Aus dem Institut fiir Girungswissenschaft und Enzymchemie der 
Universitat K6ln, Ernahrungsphysiologische Abteilung 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Juli 1953) 


Bisher wurde in den meisten Fallen eine Hefe-Diat als ,nekro- 
gene“ Nahrung zur Erzeugung des ernaihrungsbedingten Leberschadens 
bei Albino-Ratten genommen. 

Urspriinglich ging allerdings die Entwicklung den entgegengesetzten 
Weg: Bei der Untersuchung einer Reihe von Hefen! verschiedener Her- 
kunft auf ihren biologischen Eiweifwert stellte sich heraus, daB einige 
von ihnen neben ihrer Unterwertigkeit, die ein mehr oder minder ver- 
langsamtes Wachstum bedingt, mit verschiedener Haufigkeit eine er- 
naihrungsbedingte, neue Leberschaidigung erzeugen. In Weiterfiihrung der 
Arbeiten tiber diesen von Fink, Hock und Dobberstein gemachten Be- 
fund, der iibrigens auch bei der Verfiitterung einer Reihe anderer pflanz- 
licher und auch tierischer Proteine und Eiwei8-Kombinationen, beson- 
ders bei Mangel an Cystin, Methionin und Tocopherol auftrat, be- 
miihten wir uns, eine von Hefen unabhingige nekrogene Diat ausfindig 
zu machen. Dies erwies sich vor allem deshalb als notwendig, da heute 
in Deutschland die Beschaffung einer Hefe, bei deren Verfiitterung man 
den Leberschaden an Ratten mit Sicherheit zu erzeugen in der Lage ist, 
auf Schwierigkeiten st6Bt. Wir beschlossen daher — angeregt durch den 
ungewohnlich groBen Pilzreichtum des Sommers 1950 — es einmal mit 
,,Waldpilzen“ zu versuchen. Die zunichst in Aussicht genommene Ver- 
wendung von Steinpilzen oder Morcheln lieBen wir bald wieder fallen, 
da sie eine jahreszeitliche Abhangigkeit bedingt oder aber eine Trocknung 
im gr6Beren Stile erfordert hatte. Wir wandten uns nun einem Vertreter 
der Basidiomyceten, dem jederzeit leicht beschaffbaren Zuchtcham- 
pignon zu. 

Die Pilze wurden am Stiel mit dem Messer abgeschabt, in Stiicke geschnitten 
und ohne vorheriges Waschen 1 Stde. unter Zugabe von etwa 100 ccm Wasser auf 
etwa 9 kg Champignons gedampft und dann durch den Fleischwolf getrieben, wobei 
darauf geachtet wurde, da8 das Kochwasser quantitativ mit den zerkleinerten 
Pilzen vereinigt wurde. Zur Analyse verarbeiteten wir jeweils einen aliquoten Teil 
im Starmix zum homogenen Brei. 

Bei der Zusammenstellung der Diat lieBen wir uns von den gleichen Prinzipien 
leiten, die fiir die Versuchsreihen friiherer Arbeiten maBgebend gewesen waren. 


Wir verzichteten darauf, die Verdaulichkeit des Champignon-EiweiBes noch- 
mals selbst zu bestimmen, da in der Literatur eine Reihe von Werten bekannt sind. 


1 Siehe die Zusammenfassung bei H. Fink, Milchwissenschaft 3, 125 
[1948], sowie H. Fink u. A. Hock, Z. Naturforschg. 2b, 187 [1947]; A. Hock u. 
H. Fink, Z. Naturforschg. 2b, 203 [1947]. 
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So bestimmte Moerner? die Champignon-Verdaulichkeit getrennt fiir Hut und 
FuB zu 53°, bzw. 70°%, wobei allerdings fiir diese Untersuchungen Wiesen-Cham- 
pignon (agaricus campestris L) und nicht Zucht-Champignon genommen wurde. 
Lintzel? erhielt einen Wert von 88,5°% fiir die Champignon-Verdaulichkeit. Ziegel - 
mayer? gibt ganz allgemein die Verdaulichkeit von Pilzen zu 80° an. Wir lieBen 
die Werte fiir die Verdaulichkeit von Champignon-Protein mit 70°, (Mittel aus den 
Moernerschen Werten fiir Hut und Fu8 und der von Lintzel angegebenen Zahl), 
von Rohfaser + Kohlenhydrat mit 54,5°(, (Mittel aus den Moernerschen Werten aus 
Hut + FuB) in die Berechnung des F'uttergemisches eingehen, wahrend wir das ohne- 
hin in auBerst geringer Menge (0,2°,,) vorhandene Fett zu 60°,, verdaulich annahmen 
(Mittelwert aus Hut + FuB nach Moerner). Im Gegensatz zu der Zusammensetzung 
der bei friiheren Versuchsreihen verfiitterten Diiten lieBen wir bei diesen ersten 
Champignon-Futtermischungen die Zulage von Roggen und Weizen weg, die bisher 
in einem Prozentsatz von 15, bezogen auf das Gesamt-Protein, zugegeben wurde, 
so daB das Champignon-EiweiB 92° des Gesamt-Proteins ausmacht, (8°% ent- 
fallen nach wie vor auf Bierhefe-EiweiB). Das Nahrstoff-Verhaltnis (verdauliches 
Protein: Starkewert) wurde wieder jeweils auf etwa 1: 10 eingestellt. Nach Zugabe 
der berechneten Mengen aller Futterbestandteile zu den im Fleischwolf zerkleinerten 
Pilzen erfolgte das ,,Verbacken‘‘ der Futtermischung zu ,,Keks‘ im Trocken- 
schrank bei 70° C. (Auf diese Weise wird den Versuchstieren eine Entmischung des 
Futters unméglich gemacht und die Bestimmung der Nahrungsaufnahme erleich- 
tert.) Nachstehend sei die Zusammensetzung dieser Champignon-Futter an zwei 
Beispielen demonstriert, die ihrerseits den Mittelwert aus einer gréBeren Anzahl 
von Diaten darstellen und aus zwei zu verschiedenen Zeiten durchgefiihrten 
Versuchsserien stammen, iiber die im einzelnen noch berichtet werden soll. 


Tab. 1. Zusammensetzung der Champignon-Diaten in °,, bezogen auf die Trocken- 














substanz. 
Diat a Diat b 
Champignon. .....+.+-. 25,9 25,2 
aerate 35 fg ke es Ss 2,0 2.0 
Lebertran...... Rade s 3,4 3,4 
Weizenstéarke .....:.. 62,0 63,3 
Mc Collumsches Salzgemisch * * 4,1 ao 
prim. Calciumphosphat ... . 2,5 2,4 
* Als ,,Vitamin-Lieferant’”. Man kann die Vitamine des B-Komplexes auch in Form der reinen 
Substanzen in geléster Form einzeln zugeben. 
** An Stelle dessen kann natiirlich auch ein anderes Salzgemisch treten, etwa das nach 


Osborne-Mendel oder Hawk-Oser®. 


Die Anordnung und Durchfiihrung der Versuche war ahnlich der in friiheren 
Arbeiten!. 

Gruppen von jungen Albinoratten, im Gewicht von etwa 50 g, wurden 90 
Tage mit den zu untersuchenden Diaten ernahrt. Mit den Futtermischungen, 
die in der Diat a zusammengefaBt sind, wurden 10 Ratten im 90-Tage-Versuch 
gefiittert, mit denen, die oben als Diat b bezeichnet sind, 26 Tiere innerhalb eines 
90 Tage dauernden Versuches. 


2 ©, Th. Moerner in J. Kénigs Chemie der Nahrungs- und GenuB8mittel Bd. I, 
S. 318 [1903]; zitiert nach Bémer, Juckenack, Tillmanns, Hdbch. der 
Lebensmittelchemie Bd. V, S. 819, Verlag Springer, Berlin, 1938. 

3 Zitiert nach W.Boetticher, Pilzverwertung und Pilzkonservierung, 
Verlag R. Oldenbourg, Miinchen 1950. 

4 W. Ziegelmayer, Ernahrungswegweiser, S. 131, Linde Verlag, Berlin 1948. 

5 Bomer-Juckenack-Tillmanns, Hdbch. d. Lebensmittelchemie II, 2, 
$. 1491, Springer Berlin 1935; Bomskow, Methoden d. Vit.Forschg. S. 23, 
Thieme Leipzig 1935. 
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Das Ergebnis war in doppelter Hinsicht bemerkenswert: Ge- 
wichtszunahme trat bei keinem einzigen Tiere ein. Alle Wachstums- 
kurven zeigen deutlich fallende Tendenz. In Abb. 1 sind die mittleren 
Wachstumskurven fiir die beiden Rattengruppen a und b wieder- 


gegeben. Man kann also nicht davon sprechen, dafs Champignon-Protein, 
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Abb. 1. Abb. 2. 


Abb. 1 und 2. Vergleich der mittleren Wachstumskurven von zwei Champignon- 
Gruppen. 
In Abb. 2 sind die Zeitpunkte der Todesfalle durch + markiert. 


wenn es als praktisch einzige EiweiBquelle verfiittert wird, einen Wert 
fiir das Wachstum der Ratte besitzt. Diese Tatsache jedoch ist nicht 
von solcher Bedeutung wie die eindeutig nekrogenen EHigen- 
schaften des Champignons- bzw. Champignon-EiweiBes, 
wortiber die~Tab. 2 Auskunft gibt. 


Tab. 2. EinfluB der Verfiitterung von Champignon-Eiweif8 auf Lebensdauer und 
Leberschaden. 











- ; Durchschnitt- 
Anzahl Anzahl Histol.® Falle mit liche Lebens- 
5. der Leberschaden 
Diat der sciatica untersuchte (Dobberstein dauer 
Versuchstiere | ® Tier Todesfille nositiv) der Falle mit 
° mis Leberschaden 
a 10 10 9 Fy 39 
b 26 26 26 23 38 
(2 Falle fraglich) 














Eine derartige Anhaiufung von Todesfallen, verur- 
sacht durch die spezifische Leberschadigung, konnte bis- 
her bei der Verfiitterung keines anderen pflanzlichen 
oder tierischen Proteins weder von uns noch von anderen 
Autoren beobachtet werden. Im Falle a waren 77,8% der histo- 
logisch untersuchten Todesfille Dobberstein-positiv, im Falle b betrug 
die Zahl der mit Sicherheit an Nekrose eingegangenen Ratten 88,5% 
und unter Einbeziehung der zwei fraglichen Fille sogar 96,2%. Er- 
staunlich ist, daB die mittlere erreichte Lebensdauer der Nekrose- 


6 Die histologischen Untersuchungen wurden in dankenswerter Weise von 
Herrn Prof. Dr. Rievel von der Bundesforschungsanstalt fiir Fleischwirtschaft, 
Kulmbach, durchgefiihrt. 
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Todesfalle — iibrigens bei beiden Gruppen in guter Ubereinstimmung — 
auBerordentlich gering ist (38 bzw. 39 Tage). Diese Tatsache wird in den 
Wachstumskurven a und b nicht mit hinreichender Deutlichkeit sicht- 
bar (Abb. 1). Die Wachstumskurven miiBten eigentlich bereits zwischen 
35 und 40 Tagen abbrechen, was jedoch nur deshalb nicht der Fall ist, 
weil einige wenige, besonders widerstandsfaihige Tiere eine verhiltnis- 
maBig sehr viel langere Lebensdauer zeigten. Dem ist Rechnung getragen 
worden durch eine anders geartete Darstellung, die jeden Todesfall mit 
einem + bezeichnet (Abb. 2). 

Die Lebernekrosen waren schwerster Art, daneben zeigten auch 
Nieren und Lungen haufig hochgradige Veranderungen. 


Mit dieser Champignon-Diaét hatten wir nunmehr ein Mittel ge- 
funden, mit an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit jederzeit eine 
beliebige Anzahl von ,,Leberschaden-Fiallen“ zu produzieren, dariiber 
hinaus hatten wir jetzt aber die Méglichkeit, die verhi- 
tende bzw. heilende Wirkung verschiedener Stoffe wie 
Aminosauren, Vitamine, Antibiotica usw. zu prifen — 
mit gréBerer Sicherheit, als uns das friiher mit unseren 
Hefediaiten moéglich war. 

Wir danken dem Herrn Bundesminister fiir Ernahrung, Landwirt- 


schaft und Forsten auch an dieser Stelle fiir die finanzielle Unterstiitzung 
unserer Arbeiten auf dem Gebiet der Ernahrungsphysiologie. 


Zusammenfassung 


Es wird eine neue Diait angegeben, mit der mit sehr groBer Sicher- 
heit die alimentaire Lebernekrose bei jungen Ratten hervorgerufen wer- 
den kann. Bei dieser Diait wird Zucht-Champignon als Haupt-Eiweif- 
quelle verwendet. 
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Eine neue kolorimetrische Nachweismethode fiir Propyl-thiouracil 
und ahnliche Verbindungen 


Von 
F. Reinhardt 
Aus der 2. Med. Univ.-Klinik in Wien, Vorst. Prof. K. Fellinger 
(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Juli 1953) 


Zum chemischen Nachweis von Thiouracil und seinen Derivaten, die wegen 
ihrer antithyreoidalen Wirksamkeit von gréBerem Interesse sind, wurde von 
Mc Ginty et al.1 zum Zwecke von Ausscheidungsstudien das Grotesche Reagens 
verwendet”, Ein wesentlicher Nachteil dieser Methode ist die Unbestiandigkeit 
der Reagenzien, die stets eine frische Herstellung derselben bedingt, sowie die 
mangelnde Spezifitat, da ganz allgemein freie SH-Gruppen erfaBt werden® 4, 

Astwood' gab eine Titrationsmethode mit Jod an, die darauf beruht, daB 
im alkalischen Milieu das in Sulfhydrylform vorliegende Thiouracil zum aceton- 
fallbaren Disulfidkomplex oxydiert wird, woraus Schliisse auf die antithyreoidale 
Wirksamkeit gezogen wurden. 

Weitere Nachweismethoden beziehen sich auf die Sulfhydrylgruppe® 7. 

In neuerer Zeit teilte Mc Allister® eine Farbreaktion mit, die von Propy]l- 
thiouracil (PTU) und Mercaptoimidazolen durch Umsetzung mit 2.6-Dichlor- 
chinon-chlorimid gegeben wird und sich von ahnlichen Reaktionen mit Purinen 
und Ureiden durch die Ausschiittelbarkeit des gebildeten Komplexes mit Chloro- 
form unterscheidet und auch im Harn gelingt. 

Zum Nachweis gréBerer Mengen, z.B. zur Kontrolle der Tablettierung 
pharmazeutischer Produkte, wird auBer einer wenig geiibten Titrationsmethode® 
noch immer die einfache gravimetrische Bestimmung verwendet?®. 


Es schien uns deshalb aus mehreren Griinden angezeigt, nach 
einer kolorimetrischen Methode zu suchen, die bei méglichster Einfach- 
heit und Spezifitat etwa 20 y/ml nachzuweisen erlaubt und sich auch 
zum papierchromatographischen Nachweis eignet. 

Ausgehend von der Tatsache, da8 Thioharnstoff mit einigen Metall- 
salzen Farbkomplexe bildet, wurden verschiedene anorganische Ver- 
bindungen von Wismut, Selen, Tellur und Ruthenium auf ihre Ver- 
wendbarkeit zur Koppelung an PTU untersucht. Am geeignetsten 
erwies sich Ruthenium in dreiwertiger Form — als RuCl, —, welches 
mit PTU und anderen Thiouracilderivaten in stark saurer Lésung nach 
Erwarmen einen stabilen, tief rotvioletten Farbkomplex bildet. Es 


1D. A.McGinty, E.A.Sharp, W.A.Dill u. R.W. Rawson, J. clin. 
Endocrinol. 8, 1043 [1948]. 

2 I. W. Grote, J. biol. Chemistry 98, 25—30 [1931]. 

3 Christensen, J. biol. Chemistry 160, 425 [1945]. 

4 Ely Olson u. Reinecke, J. biol. Chemistry 3, 681 [1947]. 

5 E. B. Astwood, R.O. Rollin u. W.H.Miller, J. Amer. chem. Soc. 
67, 2201 [1945]. 

6 A.Kutzelnigg, Z. analyt. Chem. 180, 317—320 [1950]. 

7 P. Flesch u. E. Kun, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 74, 249—251 [1950]. 

8 McAllister, J. Pharmacy Pharmacol. 3, 506—510 [1951]. 

® T. Canback, Farmac. Revy 29, 465—466 [1947]; T. Canback, Collect. 
pharmac. suecica 2 [1947]. 
10 Dr. Hugo Zellner, ,,Donaupharmacie“ Linz, miindl. Mitteilung. 
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zeigte sich, daB die Farbentwicklung und -intensitét von Séuregrad, 
Temperatur, Zeit, Belichtung und Konzentration des Ru-Reagens 
abhingig war. Diese Faktoren werden im folgenden untersucht und 
eine Arbeitsvorschrift zur quantitativen Bestimmung von PTU mit- 
geteilt, welche in ahnlicher Weise fiir eine Reihe weiterer, unten an- 
gefiihrten Verbindungen gilt. 


EinfluB des Saiuregrades 

Aus einer Stammlésung von PTU (0,1 g PTU ad 100 ml absol. Athylalkohol) 
wurden 3 x je 0,2, 0,4, 0,8 und 1 ml in Eprouvetten pipettiert und am Wasser- 
bad eingedampft. Die an der Eprouvettenkuppe zuriickbleibenden seidig glinzen- 
den Nadeln von PTU wurden in je 1 ml einer 0,1-proz. Lésung von RuCl, in konz. 
HCl (siehe w. u.) gelést. Reihe I wurde mit 1,5 ml konz. HCl, Reihe II mit 1,5 ml 
H,O, Reihe III mit 5 ml H,O versetzt. Nach 90 Min. im kochenden Wasserbad 
wurden alle Réhrchen mit 5-n. HCl auf 10 ml aufgefiillt (— 20 y—100 y/ml) und 
im Beckman-Spektrophotometer gegen 5-n. HCl photometriert (1-cm-Kiivette). 

Die violette Farblésung besitzt ein Absorptionsmaximum bei 
5.200 A und bleibt in stark saurer Lésung im Dunkeln gehalten ohne 
Abblassung mehrere Tage stabil (Abb. 1). 
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Abb. 1. —e—e— Absorptionskurve der Farblésung erhalten durch Um- 


setzung von 500 y PTU mit 0,5 ml 0,1-proz. RuCl, in konz. HCl. Nach 60 Min. 

im kochenden Wasserbad wurde mit 5-n. HCl auf 10 ml aufgefiillt. Beckman- 

Spektrophotometer, 1-cm-Kiivette, a 5-n. HCl. Absorptionsmaximum: 
5200 A. 

--o--o-- Absorptionskurve des violetten Niederschlages nach 
Wiederauflésen in 5-n. HCl. Umsetzung von 800 PTU mit 0,5 ml 0,1-proz. 
RuCl, in konz. HCl. Nach 60 Min. im kochenden Wasserbad auffiillen auf 10 ml 
mit H,O dest. Nach 48 Stdn. im Tageslicht bei Zimmertemperatur abzentri- 
fugieren des violetten Niederschlages, auflésen in 5-n. HCl. Die Farblésung zeigt 

dasselbe Absorptionsmaximum (5200 A). 
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Die Farbintensitaét nimmt bei allen Konzentrationen mit steigendem 
Sauregrad zu. Die Versuchsbedingungen wurden im folgenden daher 
so gewahlt, daB die Umsetzung von PTU mit RuCl, am Wasserbad in 
konz. HCl erfolgt. Der Reaktionsablauf in einem kleinen Volumen 
(etwa 1,5 ml) hat den Vorteil, daB die Farbentwicklung rasch vor sich 
geht und das Arbeiten mit gréBeren Mengen konz. HCl vermieden 
wird. Erst nach erfolgter, vollstindiger Umsetzung wird mit 5-n. HCl 
auf genau 10 ml (graduierte Eprouvette) aufgefiillt. 

Wenn die Verdiinnung auf 10 ml statt mit 5-n. HCl mit dest. 
Wasser durchgefiihrt wird, fallt besonders nach starkerer Belichtung 
(z. B. bei der Photometrierung mit einer stairkeren Lampe) ein feiner, 
dunkel-violetter, nicht fluoreszierender Niederschlag aus, der in Alkohol, 
Chloroform, Ather und Tetrachlorkohlenstoff nicht, in 5-n. HCl jedoch 
leicht léslich ist und dasselbe Absorptionsmaximum zeigt (Abb. 1). 


Temperatur — Zeitabhangigkeit 

Bei Zimmertemperatur braucht die Entwicklung der violetten 
Farbe je nach Konzentration von PTU 24—48 Stunden. Im kochenden 
Wasserbad ist maximale Farbtiefe bei allen Konzentrationen nach 
60—90 Min. erreicht. Nach 5 Stdn. Exposition im kochenden Wasser- 
bad blaBt die Farbe ab und geht in ein schmutziges Gelbgriin iiber. 

10 Réhrchen zu je 200—800 » PTU (wie oben bereitet) wurden mit 1,5 ml 
Ru-Reagens versetzt und in kochendes Wasserbad gegeben. In bestimmten Zeit- 
absténden wurde je ein Réhrchen entnommen, rasch abgekiihlt, auf 10 mi mit 
5-n. HCl aufgefiillt und bei 5200 A photometriert. 

Es wurde ein Erhitzen im kochenden Wasserbad durch 90 Min. 
fiir notwendig und ausreichend gefunden. 


Lichteinwirkung 
Nach laingerem Stehenlassen im Sonnenlicht blaBt die violette 
Farbe gering ab. Nach tagelangem Exponieren konzentrierter Losungen 
tritt unter Entfarbung ein grauweiBer Niederschlag anf. Es ist daher 
zweckmaBig, Ansitze vor direktem Sonnen- bzw. UV-Licht zu schiitzen 
und die Ablesung im Kolorimeter innerhalb 14 Stde. nach der Ver- 
diinnung mit 5-n. HCl vorzunehmen. 


Konzentration des Ruthenium-Reagens 


6-wertige Verbindungen des Rutheniums (z. B. Kaliumruthenat) geben die 
Reaktion nicht. Von den 3-wertigen Verbindungen erwies sich als am brauch- 
barsten RuCl,. 

Das kaufliche Praparat (hygroskopische, dunkelbraune, griin schimmernde 
Plattchen!) wird im Exsikkator getrocknet. 100 mg davon werden rasch ein- 
gewogen und in einem 100-ml-MeBkolben in 1 ml H,O dest. gelést. Nach voll- 
stindiger Lésung wird mit konz. HCl (d 1,18, p. A.) auf 100 ml aufgefiillt. Die 
urspriinglich braune Lésung nimmt nach | Stde. einen leuchtend goldgelben 


1 Das zur Verfiigung stehende RuCl, + 3H,O (p.A.) wurde durch die 
dankenswerte Vermittlung der Falken-Apotheke W.Amrein, Ziirich, beschafft. 
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Farbton an, ist vor Licht geschiitzt monatelang haltbar und reicht fiir etwa 
60 Reaktionen. 

Zur Bestimmung der optimalen Ru-Reagenskonzentration wurden je 0,5 ml 
einer 0,1-proz. Lésung von PTU in konz. HCl mit steigenden Mengen des Ru- 
Reagens (0,5—4 ml) versetzt, 90 Min. im Wasserbad gehalten und bei 5200 A 
photometriert. 

Eine vollstandige Umsetzung wird bei etwa 0,8 ml Ru-Reagens erreicht. 
Zum Aufstellen einer Eichkurve ist es jedoch zweckmaBig, mit einem UberschuB 
des Reagens zu arbeiten. In dem fiir die kolorimetrische Messung giinstigen 
Bereich wurde daher der Zusatz von 1,5 ml 0,1-proz. RuCl, Lésung (w. o.) fiir 
geeignet gefunden. 


Aufstellung einer Eichkurve 
0,2—0,9 ml einer salzsauren Stammlésung von PTU (0,1 g PTU ad 100 ml 
konz. HCl) wurden mit 1,5 ml Ru-Reagens versetzt. Nach 90 Min. im kochenden 
Wasserbad wird auf 10 ml mit 5-n. HCl verdiinnt und bei 5200 A gegen 5-n. HCl 
photometriert (Abb. 2). 
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Abb. 2. Eichkurve 20—90 y PTU/ml. Beckman-Spektrophotometer, 1-cm-Kiivette 
5200 A. Siehe Text. 


Die Farblésung entspricht im Bereich von 20—90 y/ml dem Lambert- 
Beerschen Gesetz. Starkere Konzentrationen miissen durch Ver- 
diinnung mit konz. HCl in diesen Bereich gebracht werden. 

In entsprechender Weise kénnen unbekannte PTU-Mengen be- 
stimmt werden. Als Beispiel mége die Bestimmung des Gehaltes 
handelsiiblicher Tabletten an PTU gelten. 


1 Tabl. (etwa 20 mg PTU enthaltend) wurde in 20 mJ absol. Alkohol unter 
Zerdriicken mit dem Glasstab aufgelést. Der unlésliche Bodensatz (Talkum. und 
Carbonate) wird abzentrifugiert. Die iiberstehende alkoh. Losung wird mit mehreren 
alkoh. Nachwaschungen des Bodensatzes vereint und auf genau 50 ml gebracht. 
Ein aliquoter Teil (2 ml) wird in Eprouvetten pipettiert und am Wasserbad bei 
60° C eingedampft. Es werden 0,6 ml konz. HCl und 1,5 ml Ru-Reagens (w. o. 
bereitet) zugesetzt. Zu 0,6 ml 0,1-proz. PTU-Stammlésung (w. 0.) werden eben- 
falls 1,5 ml Ru-Reagens zugefiigt und dieser Standard sowie die unbekannte 
Lésung 90 Min. im kochenden Wasserbad gehalten. Die kolorimetrische Messung 
erfolgt bei 5200 A im Vergleich mit dem Standard. Mit dieser Methode konnten 
99,0—99,2°,, der unbekannten PTU-Menge wiedergefunden werden. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift fiir physiolog. Chemie. 293 19 
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Papierchromatographischer Nachweis 


Die Reaktion gelingt leicht am Filterpapier. Zur Entwicklung 
muB der Streifen 5 Min. in der feuchten Kammer bei 80°C gehalten 
werden. 

Weniger als 1 y pro cm? kénnen noch als blauer bzw. blau- 
griiner Fleck nachgewiesen werden??. 


Spezifitat der Reaktion 
AuBer von 6-Propyl- und 6-Methyl-2-thiouracil wird die Reaktion 
von mehreren Derivaten des Thioharnstoffes und der Thiobarbitur- 
siure gegeben. Mercaptoimidazole (z. B. Ergothionein) und Thiosemi- 
carbazone geben eine blaugriine bis smaragdgriine Farbung™. 
Die Reaktion gelingt nicht mit Glutathion, Cystein, Methionin und 
Thiazolen, aber auch nicht mit Harnstoff, Ureiden und Barbitursiéuren. 
All den erstgenannten Stoffklassen ist die Thiocarbamidgruppe 
N= N— 
CS _ baw. cZsu gemeinsam. 
\N= N= 
Es scheint sich somit um eine empfindliche Gruppenreaktion zu 
handeln, die auf der Umsetzung organischer, die Thioharnstoffgruppe 
tragenden Verbindungen mit RuCl, beruht und als ,,Thiocarbamid- 
reaktion“ -bezeichnet werden kann. 


Zusammenfassung 
Es wird eine neue Farbreaktion fiir Propyl-thiouracil und ahnliche 
Verbindungen beschrieben. Sie beruht auf der Umsetzung der Thio- 
carbamidgruppe mit RuCl, in stark saurem Milieu. Ihre Bedingungen, 
quantitativer und papierchromatographischer Nachweis werden be- 
sprochen. 


2 F. Reinhardt, Die papierchromatographische Trennung von Thiouracil 
und Thioharnstoffderivaten (im Druck). 

18 Herrn Dr. H. Zellner, Linz, und Herrn Prof. Rimington, London, 
sei an dieser Stelle fiir die Uberlassung von Thiouracilderivaten und Ergothionein 
herzlich gedankt. 
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Zur Komplexon-Titration des Calciums im Serum 
Von 
Karl-Heinz Kimbel 
«Aus der Medizinischen Universitits-Poliklinik Wiirzburg (Direktor: Prof. Dr. N. Henning) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Juli 1953) 


Angesichts der Fehlerméglichkeiten der iiblichen Calciumbestimmung durch 
Oxalatfallung und Titration des Oxalations wurde es sehr begriiBt, daB Buckley, 
Gibson und Bortolotti!, Sobel und Hanok? sowie Flaschka und Holasek?* 
fast gleichzeitig ein neues Prinzip in die Calciummikroanalyse einfiihrten. Es 
beruht auf der von Schwarzenbach® und Mitarbeitern eingehend untersuchten 
Komplexbildung der Athylendiamin-tetraessigsiure (versenic acid, EDTA; als 
Na-Salz: Komplexon III, Trilon B) mit Ca’* (Mg’* und anderen Metallen). Komplex 
gebundenes Calcium reagiert nicht mehr mit den fiir Ca’’ spezifischen Indikatoren, 
so daB bei Titration mit eingestellter Lésung des Komplexbildners sicher erkannt 
wird, wenn alle vorgelegten Calcium-Ionen gebunden sind. Aus der verbrauchten 
Menge MaBlésung ist der Calciumgehalt einfach zu berechnen. Als Indikatoren 
verwendet man meist Murexid (Ammoniumpurpureat) und Eriochromschwarz T 
(Chromogenschwarz ,,Bayer“, 4-Sulfo-5-nitro-2-oxy-naphthalen-azonaphthol). 
Das erstere befriedigt nicht ganz wegen seines schleppenden Umschlages*, letzteres 
ist im Gegensatz zum ersten nicht fiir Ca-Ion spezifisch, schlagt aber ausreichend 
scharf um. Die selektive Titration von Calcium erfordert daher eine Fallung. Der 
Niederschlag braucht aber nicht ausgewaschen zu werden, weil das Calcium- und 
nicht das Oxalation bestimmt wird. 


Wir verwenden die Reaktion seit iiber einem Jahr zur Calcium- 
bestimmung im Serum und wurden durch verschiedene Erfahrungen 
veranlaBt, uns niher mit den Reaktionsbedingungen zu _ befassen. 


1. Fallungsbedingungen 

Wir lernten das Verfahren zuerst durch die Arbeit von Sobel 
und Hanok kennen, wobei die Summe von Ca und Mg bestimmt wird. 
Wir versuchten vor Kenntnis der Arbeit von Flaschka und Holasek 
ebenfalls, das Calcium durch Fallung abzutrennen. Hierbei wird das 
Calcium durch Natrium- oder Ammoniumoxalat bei schwach saurer 
Reaktion (p, 5) gefallt. Der praktisch alles Magnesium enthaltende 
Uberstand wird verworfen und der Niederschlag durch Ansiuern gelést. 
Wird nun zur optimalen Komplexbildung wieder alkalisch gemacht, 
miBte erneut Calciumoxalat fallen, das der Analyse entgeht. Flaschka 


1 E.8. Buckley, J.G. Gibson u. T.R. Bortolotti, J. Lab. clin. Med. 
38, 751 [1951]. 

2 A. E. Sobel u. A. Hanok, Proc. Soc. exp. biol. Med. 77, 737 [1951]. 

3-H. Flaschka u. A. Holasek, diese Z. 288, 244 [1951]. 

4 A. Holasek u. H. Flaschka, diese Z. 290, 57 [1952]. 

5 G. Schwarzenbach, c.s. Helv. chim. Acta 29, 811 [1946]; 31, 678 [1948]; 
$2, 1314, 1484, 1108 [1949]; 30, 1798 [1947]; 31, 459 [1948]; 32, 1682; 839 [1949]; 
31, 1029 [1948]. 

* Kibrick, Ross und Rogers® versuchten dies durch photometrische 
Titration zu bessern. 

6 A.C. Kibrick, M. Ross u. H. E. Rogers, Proc. Soc. exp. Biol. Med 
81, 353 [1952]. 

19* 
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und Holasek® empfehlen deshalb Magnesium-Komplex zuzusetzen. 
Magnesium, das nur eine geringere Affinitét zum Komplexbildner hat 
als Calcium, wird dabei gegen dieses ausgetauscht. Bei Alkalisieren ist 
Calcium schon komplex gebunden, fallt also nicht mehr mit Oxalat; 
dafiir wird die aquivalente Menge Magnesium titriert, was auf das 
Analysenergebnis ohne EinfluB bleibt. Wir haben diesen Kunstgriff 
nicht angewandt, weil wir fanden, da auch in alkalischem Milieu kein 
Calciumoxalat fallt, wenn man vorher Indikator zusetzt und die Oxalat- 
konzentration niedrig halt. Nach Flaschka und Holasek? ist eine 
0,5-proz. Natriumoxalatlosung zur vollstaéndigen Fallung ausreichend. 
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Abb. 1. Abhangigkeit des erneuten Ausfalls von Calciumoxalat nach AJkalisierung 
der Probe von der Oxalatkonzentration ohne (—o—) und mit (—e—) Zusatz 
von Indikator. Ordinate: verbrauchte 0,001-m. Komplexonlésung in ml; Abszisse: 
% Na-Oxalat. 


ml verbr. 9.001 m Komplexonl 


Wir priften daraufhin, bis zu welcher Oxalatrestkonzentration bei not- 
wendig festliegendem Indikatorzusatz noch kein Verlust durch aus- 
fallendes Calciumoxalat eintritt. Unter Restkonzentration verstehen 
wir die nach Dekantieren im Niederschlag verbleibende Natrium- 
oxalatmenge, bezogen auf das urspriingliche Volum des Untersuchungs- 
materials. Wie aus Abb. 1 hervorgeht, kann man nach vorherigem 
Indikatorzusatz bis zu einer Oxalatrestkonzentration von 0,1°, und 
einem pq von 11,5 titrieren, ohne Fehler durch Oxalatfallung zu be- 
fiirchten. 

Wird kein Eriochromschwarz zugesetzt, treten schon bei geringsten 
Oxalatkonzentrationen Verluste auf. Die zugesetzte Indikatormenge 
bindet offenbar bevorzugt innerhalb des angegebenen Bereichs einen 
groBen Teil der Ca-Ionen. Erst ein Uberschu8 an Oxalat scheint das 
Gleichgewicht zu verschieben und die Fallung auszulésen. 


2. Reaktionsendpunkt 

Bei unseren ersten Versuchen waren wir mit dem angeblich gut 
erkennbaren Indikatorumschlag von rot nach blau nicht sehr zufrieden. 
Der Ubergang von blau-violetten Zwischenténen zum reinen Blau ist 
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nur mit einiger Ubung sicher festzulegen. Titriert man bei Kunstlicht, 
so bleibt ein Rotstich iiber den Endpunkt hinaus bestehen. Es gelang 
uns nicht, dies durch den von Flaschka und Holasek*® empfohlenen 
Zusatz von Magnesiumkomplex zu bessern. Wir sind nicht der Ansicht, 
daB der Endpunkt bei der Magnesiumtitration scharfer ist. Erio- 
chromschwarz schligt auch mit Calciumion hinreichend scharf um, 
wovon man sich leicht durch Titration einer Calciumchloridlésung 
iberzeugen kann. Wir verwendeten spiter eine austitrierte Probe zum 
Farbvergleich, bis wir zufiallig einen zufriedenstellenden Weg fanden. 
Setzt man nimlich vor der Titration einen Tropfen Methylrot (oder 
einen anderen, im alkalischen gelben Farbstoff) zu, so erfolgt der Um- 
schlag von orangerot nach griin. Die Zwischenfarbe ist dann nicht 
violett, sondern schmutzig braun-griin. Der Endpunkt ist nicht nur 
durch das scharf auftretende reine Griin, sondern auch durch eine 
plétzliche Zunahme der Transparenz festzulegen und auch bei Kunst- 
licht gut zu erkennen. Die Haltbarkeit unserer athanolischen Indikator- 
lésung war iiber lange Zeit befriedigend; wir hatten sie abweichend von 
Flaschka und Holasek? leicht alkalisch gemacht. Wir fanden auch 
in der uns kiirzlich zuginglichen Arbeit von Buckley, Gibson und 
Bortolotti! die Angabe, daB der — allerdings in Isopropanol/Wasser 
3:1 geléste — Farbstoff mit einem Zusatz von 1°, Na,CO, iiber viele 
Wochen haltbar ist. Der tropfenweise Zusatz einer Indikatorlésung 1aBt 
eine weit gleichmaBigere Farbung der Proben zu als Indikatorpulver. 


3. Abhingigkeit von der Wasserstoffionenkonzentration 


Bei dem Versuch, die Summe Calcium +Magnesium direkt im 
Serum zu titrieren und aus der Differenz zwischen dem flammen- 
photometrisch bestimmten Calciumwert den Mg-Gehalt zu berechnen*, 
fanden wir oft viel zu niedrige Werte. Der Verdacht, daB die hohe 
Pufferkapazitaét des Serums eine ausreichende Alkalisierung verhindert, 
veranlaBte uns, die py-Abhangigkeit der Reaktion nachzupriifen. Das 
Ergebnis (s. Abb. 2) zeigt, da der Aquivalenzbereich der Reaktion 
nicht, wie von Flaschka und Holasek® angegeben, zwischen py 8 
und 10, sondern zwischen py 11 und 12 liegt. 

Es verwundert daher nicht, daB Sobel und Hanok? sowie Buck- 
ley, Gibson und Bortolotti! mit Athanolamin (0,17-m.) bzw. 
NH,OH/NH,Cl-Puffer Reaktionsgemisch und Titrationsflissigkeit genau 
auf ein py von 10,5 bzw. 10,85 einstellen. Kibrick, Ross und Rogers® 
fordern ebenfalls ein py von 11,6. Bei genau eingestelltem 3-n. NH,OH 
wird nach der Vorschrift von Flaschka und Holasek® ein pg von 
10,4 erreicht, das sich aber unter der Titration durch fehiende Pufferung 
verindert. Wir empfehlen daher, besonders fiir die direkte Titration 
im Serum, eine ausreichende Pufferung. Citrat-, Phosphat-, Carbonat- 


* Holasek und Flaschka‘* haben inzwischen einen einfachen Weg zur 
getrennten Bestimmung beider Kationen mit der Komplexon-Titration angegeben. 














Karl-Heinz Kimbel, Bd. 293 (1953) 
und Borat-Puffer st6ren die Reaktion', so daB Glykokoll/NaOH und 
NH,Cl/NH,OH-Puffer verbleiben. Die Verwendung eines Puffers 
entbindet selbstverstindlich nicht davon, das py des Reaktions- 
gemisches laufend zu priifen. 

Unter Beriicksichtigung der dargestellten Reaktionsbedingungen 
ist die Calciumbestimmung nach Flaschka und Holasek®? eine be- 


sonders fiir klinische Zwecke brauchbare, einfache und zuverlassige 
Methode. 
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Abb. 2. EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf das Titrationsergebnis. 
Titration von 1 ml 10-mg-proz. Ca**-Lésung bei verschiedenem pq. 


Beschreibung der Versuche 


1. Oxalat-Verdiinnungsreihe zur Priifung der Calciumoxalat- 
Fallungsbedingungen ; 
a) 0,1-proz. Natriumoxalatlésung: 0,1 g Natrium oxalicum p.a. wurden auf 
100,0 mit aqua bidest. aufgefiillt. 
b) 0,019, Ca’ enthaltende Calciumchloridlésung: Der Inhalt des Fixanal- 
praparates 37110 zur Herstellung standardisierter Lésungen von Kationen 
und Anionen, 10,00 = 0,02 g Kation als CaCl, enthaltend, wurde auf 1000,0 
mit aqua bidest. aufgefiillt und ein Teil davon auf das hundertfache verdiinnt. 
c) 0,1l-m. Glykokoll-Natronlauge-Puffer nach Sérensen, py 11,5: 49,0 ml 0,1-m. 
Glykokoll unter Zusatz von 0,1-m. NaCl wurden mit CO,-freier 0,1-n. Natron- 
lauge auf 100,0 aufgefiillt. Die Wasserstoffionenkonzentration wurde mit 
Spezialindikatorpapier ,,Merck‘* nachgepriift, da Messungen mit der Glas- 
elektrode in diesem Bereich nicht zuverlissig sind. 
1 ml der Calcium-Standardlésung (10 mg/°,) wurde mit 2ml des Glykokoll- 
Natronlauge-Puffers versetzt, von 0,1—1,0 ml ansteigende Mengen 0,1-proz. 
Natriumoxalatlésung zugegeben und mit aqua bidest. auf 4,0 ml aufgefiillt. Der 
Zusatz des Indikatorpulvers, einer Verreibung von Chromogenschwarz mit geniigend 
Kochsalz, erfolgte bei einer Versuchsreihe vor dem Oxalatzusatz, bei der anderen 
genau 15 Min. danach. 


2. Priifung der pg-Abhangigkeit des Titrationsendpunktes 
a) Calciumstandardlésung: wie unter 1b beschrieben. 


b) Glykokoll-Natronlauge-Puffer: 250 ml 0,1-m. Glykokoll (wie unter le be- 
schrieben) wurden unter Durchmischung mit einem Vibrationsriihrwerk mit 
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zunehmenden Mengen 0,1-n. Natronlauge versetzt und die Wasserstoffionen- 
konzentration mit einer Glas-Kalomel-Elektrodenkette (9005 g / 9101 Zg / 
9202 v; Schott & Gen.) und Gleichspannungsverstiarker laufend gemessen. 
Von 0,5 zu 0,5 pq wurde die Zugabe der Natronlauge unterbrochen und 
20 ml der Puffermischung entnommen. Auf diese Weise wurde eine Puffer- 
reihe von py 9,5—11,5 um 0,5 py steigend hergestellt. Die weiteren Puffer- 
mischungen bis py 13 muBten mit Spezial-Indikatorpapier ,,Merck“ kontrol- 
liert werden, ‘da iiber py 11,5 auch mit der verwendeten hochohmigen Elek- 
trode keine genaue Messung mehr méoglich ist. 
1 ml der Calciumstandardlésung wurde nun mit 2 ml des entsprechenden Puffers 
versetzt, 2—3 Tropfen’ einer 1-proz. alkoholischen, leicht alkalischen Lésung 
von Chromogenschwarz und 1 Tropfen einer 1-proz. alkoholischen Lésung von 
Methylrot zugefiigt und auf reines Griin titriert. Die Titration erfolgte mit einer 
nicht genau eingestellten 0,001-m. Losung des Dinatriumsalzes der Athylen- 
diamintetraessigsaure p. a. : 


3. Zur Arbeitsvorschrift 

Wir hielten uns bei der Durchfiihrung der Calciumanalysen im weseatlichen 
an die von Flaschka und Holasek® gegebene Arbeitsvorschrift. 

Zur Titration verwendeten wir eine 0,001-m. Lésung des Dinatriumsalzes 
der Athylendiamintetraessigsiure, das analysenrein von Riedel de Haen be- 
zogen werden kann. Trotz genauer Einwaage war eine Titerkorrektur erforderlich. 
Als Indikator verwendeten wir eine leicht alkalische gemachte, 1-proz. alkoholische 
Lésung von Chromogenschwarz der Farbwerke Bayer, Leverkusen, denen 
wir fiir die Uberlassung eines Versuchspraparates zu danken haben. 

An Stelle des Zusatzes von Ammoniak pufferten wir mit einem 0,l-m. 
Glykokoll-Natronlaugepuffer vom py 11,5, nachdem der HCl-Zusatz mit 1,0 ml 
n-NaOH neutralisiert und vorher Indikator zugegeben war. Wir saugten nach 
der Oxalatfallung, die wir mit 1-proz. Na-Oxalat durchfiihrten, den Uberstand 
mit einem Saughaken ab, so daB unsere verbleibende Oxalat-Endkonzentration 
sicher unter 0,1% lag. 

Wir raten jedoch, wenn diese Méglichkeit nicht gegeben ist, nach der Vor- 
schrift von Flaschka und Holasek Magnesiumkomplex zuzusetzen, um Fehler 
durch partielle Wiederausfallung sicher zu vermeiden. 


Zusammenfassung 


Die Komplexon-Titration des Calcium-Ions ist unter Beriick- 
sichtigung der pq-Abhangigkeit fiir die klinische Mikroanalyse geeignet. 
Es werden die Bedingungen untersucht, unter denen der Indikator- 
zusatz die erneute Ausfallung des Calciumoxalats nach Alkalisieren 
verhindert und ein Mischindikator zur leichteren Endpunktserkennung 


angegeben. 
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Papierelektrophoretische Untersuchungen des Serums 
von Rind und Pferd 


Von 


W. Stéckl und M. K. Zacherl 


Aus der Bundesanstalt fiir Tierseuchenbekimpfung Wien-Médling und dem Medizinisch-chemischen 
Institut der Tierirztlichen Hochschule Wien 
(Der Schriftleitung zugegangen am 1. August 1953) 


Wir konnten in einer friiheren Mitteilung! zeigen, daB die Injektion 
von A'uminium-Adsorbat-Vaccinen zu einem allmahlichen Anstieg nicht 
nur des Aluminiumgehaltes im Gesamtblut, sondern auch zu einer 
signifikanten Erhéhung der y-Globulin-Konzentration fiihrt. Auch bei 
Vaccination mit Formolimpfstoff war eine solche y-Globulinvermehrung 
elektrophoretisch feststellbar. Zu Vergleichszwecken standen uns damals 
nur wenige Versuchstiere zur Verfiigung, denen auBerdem aus Griinden 
der Problemstellung reines Aluminiumhydroxyd subcutan injiziert 
worden war. Infoigedessen war nicht unbedingt sichergestellt, daB es 
sich um vollig einwandfreie Vergleichsobjekte hinsichtlich des Verhaltens 
der y-Globuline gehandelt hat. Die bisherige Literatur enthalt zwar 
verschiedentlich Angaben nicht nur iiber den y-Globulingehalt des 
menschlichen Serums, sondern auch iiber die Menge dieser Stoffe in 
tierischem Blutserum. Die diesen Angaben zugrundeliegenden Versuche 
sind aber offenbar nicht sich iiber !angere Zeitraume erstreckende 
Kontrollen der y-Globulinfraktion und insbesondere fehlen bisher solche 
Kontrollen fiir das Serum von Rind und Pferd. Vielmehr betreffen 
die bisher bekanntgegebenen Werte nur Einzelbestimmungen bei ver- 
schiedenen Versuchstieren. 

Trotz dieses Mangels unserer seinerzeitigen Angaben konnten wir 
doch darauf hinweisen, daB deutliche y-Globulinvermehrung nach 
Immunisierung im Gegensatz zu den wenigen, nicht immunisierten 
Kontrolltieren auftritt. Wir haben jedoch erwihnt, daB eine gréBere 
Reihe von Normalwerten geeignet wire, unsere Befunde zu stiitzen. 

Zunachst wurde das Serum von 4 klinisch gesunden Rindern (I—IV) 
nach dem von Tiselius angegebenen Verfahren der freien Elektropho- 
rese untersucht, das schon zur Ermittlung unserer seinerzeit! mitgeteil- 
ten Werte angewendet worden war. Diese Analysen wurden bei jedem 
einzelnen Versuchstier 4- bis 5-mal innerhalb von 7 bis 10 Tagen aus- 
gefiihrt. Ihre Ergebnisse finden sich in der Tab. 1. 

Zur Ausfiihrung gréBerer Reihenuntersuchungen schien es uns 
zweckmaBig, die Auftrennung der Serumproteine auf papierelektro- 
phoretischem Wege vorzunehmen. Der dadurch erzielbare Zeitgewinn 
gab uns die Méglichkeit, nicht nur eine gréBere Anzahl von Tieren zu 
prifen, sondern auch die Untersuchung jedes einzelnen Versuchstieres 
tiber einige Tage bis zu 4 Wochen zu erstrecken. Die etwas geringere 


1 W. Stéckl, M. K. Zacherl u. K. Lebeda, diese Z. 289, 233 [1952]. 
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Genauigkeit papierelektrophoretischer Messungen im Vergleich zu den 
Verfahren der freien Elektrophorese konnte hierbei in Kauf genommen 
werden, da die in Betracht kommenden Fehlerbreiten keinesfalls von 
der gleichen GréBenordnung sind, wie der von uns beobachtete Anstieg 
der y-Globulin-Konzentration nach Vaccinierung. 

Wir wahlten fiir unsere Untersuchungen das Verfahren von Grassmann, 
Hannig und Knedel?. Fiir jede einzelne Analyse wurden etwa 0,008—0,01 ml 
Serum verwendet. Die auf dem Papierstreifen getrennten Proteine werden mit 
Amidoschwarz 10B angefarbt und in einem Spezialkolorimeter auf lichtelektri- 
schem Wege ausgewertet. Man tragt dann die beobachteten Galvanometeraus- 
schlige gegen die Wanderungsstrecke auf und planimetriert die erhaltene Kurve. 
Um die den papierelektrophoretischen Messungen anhaftende Fehlerbreite még- 
lichst einzuschranken, haben wir — wie dies allgemein iiblich ist — von jeder 
einzelnen Serumprobe Doppelbestimmungen ausgefiihrt, deren Mittelwerte un- 
seren Angaben zugrunde gelegt wurden. 

Bei der Auswertung unserer Analysenkurven haben wir uns auf die 
Angabe an Albumin, «-, B- und y-Globulinen beschrankt und von einer 
weitergehenden Aufspaltung bewuBt abgesehen, da sich Seren von 
Rindern und Pferden — wie schon mehrfach beobachtet — hierfiir nicht 
gut eignen. AuRerdem ist diese Aufspaltung fiir unsere Zwecke auch 
nicht erforderlich. 

Zur Feststellung der Normalwerte auf papierelektrophoretischem 
Wege haben wir 9 Rinder (V—XIII, Tab. 1) und 11 Pferde untersucht. 
Die Rinder (Ochsen) waren durchwegs klinisch gesunde Tiere, tuber- 
kulinnegativ, bangfrei; sonstige Infektionskrankheiten waren nicht fest- 
stellbar. Die verwendeten Pferde waren rotzfrei, frei von infektidser 
Animie. Im allgemeinen entsprachen alle Tiere den von einem Impf- 
stoffwerk zu stellenden Anforderungen. Die Fiitterung wurde wahrend 
der Versuchsdauer nicht verindert und bestand aus dem iiblichen 
Winterfutter (Hafer und Heu fiir die Pferde, Riiben, Heu und Kleie 
fir die Rinder). Das zur Untersuchung verwendete Blut wurde morgens 
vor der Fiitterung abgenommen. 

Wir halten es fiir nétig, alle unsere Analysenergebnisse in tabel- 
larischer Zusammenfassung wiederzugeben, da- nur so ein deutliches 
Bild der tatsaichlichen Verhiltnisse gewonnen werden kann. Diese 
Tabellen zeigen nimlich, daB eine Angabe von Durchschnittswerten*, 
wie dies in anderen Fillen iiblich und gerechtfertigt ist, hier fehlerhaft 
wire. Wie schon Edsall‘ angegeben hat, zeigen Tierseren betracht- 
liche individuelle Schwankungen. Unser Zahlenmaterial bestitigt dies 
durchaus. So treten bei Rindern Albuminwerte auf, deren Hohe bei 
dem Einzelindividuum zwar innerhalb enger Grenzen gleichbleibend 
ist, doch zeigen verschiedene Individuen auch sehr verschiedene Albumin- 
gehalte. Fiir die x- und £-Globuline gilt das gleiche, wobei im allgemeinen 


aS W. Grassmann, K. Hannig u. M. Knedel, Dtsch. med. Wschr. 76, 333 
[1951]; W. Grassmann u. K. Hannig, diese Z. 290, 1 [1952]. 

3 Siehe z. Beisp. H. F. Deutsch u. M. B. Goodloe, J. biol. Chemistry 161, 1 
[1945]. 
4 J.T. Edsall, Advances Protein Chem. 3, 383 [1947]. 
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Tab. 1. Prozentuales Verhaltnis der Serumproteinkomponenten 
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Pferd unter physiologischen Bedingungen 
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bei Rind und 























Versuchs- Al- Globuline Versuchs- Al- Globuline 
tier Tag bumin tier Tag bumi 
a|B|y e umini «| 6) 
Rind I 1 | 34,6 |17,7| 12,1]37,2| Rind X 1 | 48,0 | 18,7] 12,4] 20,9 
3 | 42,5 | 14,2] 8,2] 34,3 3 | 46,0 | 19,3] 11,6] 23,1 
5 | 35,0 | 20,4] 11,2] 33,2 4 | 44,5 | 18,4] 13,1] 24,0 
7 | 34,3 | 17,9] 10,7] 37,0 7 | 46,0 | 19,6] 17,7] 21,8 
10 | 36,2 | 15,9] 11,2] 36,7 11 | 42,7 | 17,9] 14,0] 25,4 
Rind II 1 | 39,5 | 12,6) 6,8] 41,1 14 | 45,5 | 19,7) 11,2) 23,5 
3 | 35,8 | 15,6] 6,9] 41,7 19 | 44,5 | 18,5) 13,1} 24,0 
5 | 38,4 | 14,1) 9,4/38,2) Rind XI 1 | 51,7 | 12,2] 9,1) 27,0 
7 | 35,4 | 18,5] 10,5 35,6 3 | 48,3 | 13,8] 9,7] 28,2 
10 | 36,4 | 15,9) 11,9) 36,8 7 | 53,2 |14,2) 6,5] 26,1 
Rind III 1 | 34,5 | 13,3] 8,1) 43,1 11 | 49,6 | 13,1) 8,0) 29,3 
3 | 37,4 |13,1| 8,7] 40,7 14 | 50,8 | 11,0} 9,8] 28,4 
5 | 33,8 |17,1| 9,3) 39,8 19 | 49,0 | 12,9] 11,8] 26,3 
7 | 34,0 |13,5| 7,6] 42,9 25.| 50.5 | 13,5) 8,7| 27.3 
10 | 34,2 | 15,6] 9,5) 40,7| Rind XIE 1 | 39,7 | 21,3) 16,8] 22,1 
Rind IV 1 | 47,1 | 16,3) 11,3) 25,5 3 | 40,8 | 21,1} 17,4] 20,7 
3 | 47,1 |16,2| 9,8) 26,7 5 | 37,0 | 21,8] 17,8] 23,4 
5 | 47,5 | 17,5] 10,3) 24,7 8 | 41,9 | 18,8] 17,0} 22,4 
7 | 46,1 | 14,8] 9,7| 29,4 10 | 40,6 | 20,9] 19,4] 19,0 
Rind V 1 | 39,4 |15,2| 9,8] 35.6 12 | 38,5 | 20,6] 19,4] 21,5 
3 | 43,0 |15,4| 8,8] 32,8 15 | 36,7 | 21,9) 17,3) 24,1 
5 | 41,2 | 11,5] 12,3] 35,1 18 | 42,7 | 19,3] 17;1] 20,9 
8 | 41,0 | 15,6] 11,1) 32,3 21 | 38,0 | 21,7) 15,7) 24,5 
10 | 41,7 | 14,5} 11,3] 32,4 24 | 38,5 | 19,6] 18,3] 23,6 
17 | 38,6 | 19,8] 10,0] 31,6 26 | 40,6 | 20,1) 18,3] 20,9 
21 | 42,0 | 14,7] 11,4] 31,9 30 | 41,2 | 17,5) 18,2} 23,1 
Rind VI 1 | 45,7 | 11,9} 12,8} 29,6] Rind XIIL | 1 | 47,9 | 16,8) 14,1) 20,2 
2 | 43,5 | 11,6} 14,3) 30,6 4 | 49,2 | 15,0] 13,6) 22,3 
7 | 41,1 | 13,0} 11,9] 34,0 8 | 48,3 | 17,1] 15,9} 18,8 
11 | 43,0 | 12,0} 12,2} 32,9 12 | 47,9 | 15,9} 15,3} 20,9 
17 | 46,7 | 9,3] 10,1] 33,9 16 | 49,2 | 16,9} 14,0] 19,8 
20 | 44,0 | 11,2) 13,8)31,0| pferd T 1 | 40,5 | 14,0] 15,9] 29,5 
Rind VII 1 | 39,8 | 17,7] 16,5] 26,0 3 | 42,9 | 13,5] 14,1] 29,5 
2 | 40,7 | 14,6] 17,7] 27,1 6 | 41,2 | 11,2] 16,0] 31,6 
3 | 38,6 | 18,0] 15,5] 27,9 9 | 42,0 | 14,9] 14,3] 28,8 
4 | 38,5 | 19,3] 17,0] 25,2 12 | 38,8 | 13,9] 15,1] 32,3 
5 | 37,2 | 19,9] 18,1] 24,8 16 | 13,8 | 13,8] 14,1] 31,2 
6 | 42,8 | 15,0] 13,9] 28,3 20 | 39,5 | 14,1] 17,4] 29,0 
Rind VIII | 1 | 38,8 | 15,7] 13,5] 32,0 25 | 41,1 | 14,0) 13,8) 31,0 
5 | 40,1 | 15,0] 9,7] 35,2 29 | 40,0 | 15,7] 16,0] 28,4 
8 | 39,9 | 13,9] 9,6] 36,6 33 | 43,0 | 14,8] 13,9] 28,3 
10 | 39,8 | 16,0) 11,3) 32,9) pferd IT 1 | 42,7 | 11,9] 13,4] 32,0 
17 | 43,8 | 14,1) 8,3] 33,9 4 | 40,0 | 12,6| 17,8] 29,6 
25 | 42,7 | 12,3) 10,3) 34,7 8 | 40,1 | 12,4] 15,8] 31,6 
Rind IX 1 | 52,8 | 13,9] 10,6] 22,7 13 | 43,8 | 11,6] 13,3] 31,3 
5 | 54,5 | 15,4] 11,2} 19,0 17 | 37,6 | 13,5] 15,2] 33,6 
9 | 49,4 | 17,7| 12,0] 20,9 23 | 36,8 | 15,4] 15,4] 32,5 
14 7 ‘ 12,1 31,6 
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Tab. 1. (Fortsetzung). 





























Versuchs- Al- Globuline Versuchs- Al- Globuline 
tier Tag bumin tier Tag bumin 
«| Bly a | Bly 
Pferd II 1 | 40,5 |18,2| 15,8) 25,4] Pferd VI | 18 | 42,4 | 19,1] 17,0] 21,5 
6 | 38,1 | 19,7| 14,5] 27,2 21 | 46,5 | 16,0] 14,3] 23,2 
11 | 36,6 | 19,8] 17,6] 26,1 24 | 48,5 | 16,0] 15,7] 19,8 
16 | 40,3 | 19,3] 16,3) 23,6) Pferd VIL | 1 | 36,0 | 15,7] 13,1] 35,2 
20 | 37,7 | 18,9) 16,1) 27,4 5 | 37,1 | 16,0] 13,9] 33,0 
25 | 41,0 | 17,9) 16,7) 24,5 9 | 35,1 | 17,1] 14,0] 33,9 
Pferd IV 1 | 36,8 | 20,8] 16,7] 25,7 12 | 34,9 | 16,0) 14,9} 34,3 
3 | 40,5 | 19,1] 17,5} 23,0 16 | 35,2 | 15,9) 14,1) 34,7 
5 | 38,7 | 19,9] 18,1] 23,4 20 | 35,7 | 16,4] 15,0] 32,9 
7 | 36,4 | 17,8] 19,3} 26,5] Pferd VIIL| 1 | 37,7 | 19,i| 15,9] 27,3 
9 | 39,7 | 18,0] 17,4] 24,8 4 | 41,5 | 18,7] 16,8] 23,0 
12 | 37,5 | 17,4| 20,1] 25,0 8 | 38,1 | 20,2] 16,0] 25,7 
14 | 41,2 | 18,4] 16,5] 23,9 12 | 39,0 | 18,7] 17,4] 24,9 
16 | 37,4 | 18,4] 18,1] 26,0 17 | 37,5 | 19,5] 16,9] 26,1 
19 | 36,3 | 20,6] 16,5] 26,7 21 | 41,5 | 19,3] 16,1] 23,2 
21 | 37,4 | 19,4] 18,2] 25,0 26 | 40,4 | 17,0} 15,7] 26,9 
24 | 40,1 | 16,9) 16,0) 27,1) pferd Ix 1 | 43,5 | 18,5] 16,0] 22,0 
Pferd V 1 | 40,5 | 13,6] 11,2] 34,7 5 | 46,6 | 19,2] 14,1] 19,0 
2 | 37,4 | 14,0] 12,8] 35,9 10 | 44,7 | 19,7] 14,1] 21,5 
3 | 36,1 | 14,8] 15,0) 34.1 15 | 46,8 | 18,6] 13,9] 20,8 
4 | 39,6 | 12,7] 11,5] 36,2 20 | 43,9 | 18,7] 14,5] 22,9 
5 | 38,7 | 16,0] 12,6] 33,8] Pferd X 1 | 34,4 | 18,0] 16,7| 30,9 
6 | 41,1 | 14,4] 11,7] 32,8 3 | 32,8 | 18,5] 17,11 31,5 
8 | 36,6 | 16,4] 12,0] 35,0 5 | 32,9 | 18,9] 18,0] 30,2 
9 | 40,1 | 13,3] 14,6] 32,0 7 | 35,2 | 19,3] 16,1] 29,3 
10 | 36,7 | 15,6] 13,8] 34,0 9 | 32,5 | 18,9] 16,1] 32,6 
11 | 36,5 | 14,8] 12,7] 35,9 11 | 35,5 | 16,2] 14,3] 34,0 
12 | 38,2 | 15,1] 13,4] 33,3 13 | 34,0 | 18,2] 16,0] 31,8 
13 | 35,5 |17,2| 12,9] 34,5 15 | 31,6 | 17,3] 17,0] 34,1 
Pferd VI 1 | 44,2 | 19,0] 17,0)19,8| Pferd XI 1 | 38,1 | 14,3) 12,9} 34,7 
3 | 38,9 | 20,1] 17,9] 23,1 4 | 33,6 | 17,1] 12,6] 36,8 
6 | 44,5 | 18,3] 16,7] 20,5 8 | 32,0 | 15,9] 14,7] 37,4 
9 | 44,5 | 18,7] 15,3] 21,4 12 | 35,5 | 15,7] 15,1] 33,7 
12 | 45,5 | 19,3] 15,8] 19,5 16 | 33,0 | 17,3] 13,7| 36,0 
15 | 43,6 | 19,0| 16,2| 21,3 21 | 34,1 | 15,9] 14,8] 33,2 














der «-Globulingehalt gréBer bzw. annahernd gleich groB ist wie der 
Gehalt an £-Globulinen. Die y-Globuline zeigen bei den einzelnen 
Versuchstieren eine sehr weitgehende Konstanz iiber die ganze Versuchs- 
dauer, jedoch zeigt sich hier besonders deutlich die Verschiedenheit 
bei den einzelnen Versuchstieren. 

Beim Pferd haben wir ahnliche Beobachtungen machen kénnen. 
Jedoch traten nicht so hohe Albuminwerte auf, die Unterschiede im 
«- und £-Globulingehalt sind nicht so auffallend und die individuellen 
Unterschiede der y-Globulingehalte sind weniger groB. Auch hier zeigt 
sich aber, daB das Einzelindividuum wihrend langer Zeit gleiche Re- 
lationen der Proteinkomponenten beibehilt. 
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Unter solchen Umstiinden fiir Rind oder Pferd Durchschnittswerte 
anzugeben, halten wir fiir unangebracht und sind der Meinung, daB sich 
hieraus bei der Beurteilung von etwaigen Veranderungen der Blut- 
eiweiBzusammensetzung Fehlschliisse ergeben konnten. Vielmehr ist 
fiir die Priifung irgendwelcher MaBnahmen, die éine solche Verariderung 
bewirken, eine Kontrolle des Versuchstieres durch lingere Zeit erforder- 
lich. Die in Tab. 1 angefiihrten Zahlenreihen sind insofern geeignet, 
unsere seinerzeit! mitgeteilten Befunde zu stiitzen, als damit gezeigt 
wird, daB der y-Globulingehalt im Serum jedes einzelnen Versuchstieres 
durch lange Zeit einen innerhalb enger Grenzen konstanten Wert bei- 
behalt und daB der deutliche Anstieg, den wir nach Injektion von 
Aluminiumadsorbatvaccine beobachten konnten, damit in ursichlichem 
Zusammenhang steht. 

Dariiber hinaus haben wir eine Reihe weiterer Rinder, die gleich- 
falls den schon oben erwahnten Anforderungen an ihren Gesundheits- 
zustand voll entsprachen und die in gleicher Weise gehalten wurden, 
zunichst auf ihre physiologische individuelle Schwankungsbreite der 
y-Globulin-Konzentration gepriift und auch hierfiir die Papierelektro- 
phorese verwendet. Am 11. Tag nach Beginn dieser Untersuchungs- 
reihe wurden diesen Tieren nach der Blutentnahme verschiedene Mengen 
einer Aluminium-Adsorbat-Vaccine injiziert. Dann wurden durch 
weitere 6 Wochen papierelektrophoretische Serumanalysen ausgefihrt. 
Die nachstehende Tabelle gibt die y-Globulingehalte vor und nach der 
Vaccinierung wieder. 





Tag | I nimi wiv VI | vil | Vin 


1 28,7 | 25,6 | 32,0 | 31,6 | 27,6 | 28,8 | 33,3 | 36,8 
3 | 30,5 | 22,1 | 32,7 | 28,8 | 30,5 | 29,6 | 33,1 | 35,2 
7 | 32,0 | 24,0 | 31,3 | 30,1 | 31,9 | 27,0 | 34,9 | 34,0 
8 | 28,8 | 25,7 | 29,7 | 32,4 | 30,2 | 30,7 ; 31,7 | 34,8 
9 
1 





29,3 | 24,8 | 30,9 | 33,0 | 27,0 | 31,2 | 32,9 | 35,3 
29,2 | 24,2 | 28,0 | 29,7 | 29,1 | 28,8 | 35,0 | 33,9 


ml Vace.| 75 75 150°} 150 50 100 150 200 
36,1 
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Die angefiihrten Zahlen lassen trotz der methodisch und physio- 
logisch bedingten Schwankungen bei jedem einzelnen Tier einen statistisch 
gesicherten, deutlichen Anstieg der y-Globulin-Konzentration erkennen. 
Es scheint uns wichtig, in diesem Zusammenhang darauf hinzuweisen, 
daB der beobachtete Anstieg als Ausdruck eines reinen Immunisierungs- 
prozesses im Sinne von Peter, Hanser und Amelung® zu bewerten 
ist und nicht die Folge einer Infektion darstellt. Unsere Ergebnisse 
zeigen, da der relative Anstieg der y-Globulin-Konzentration auch bei 
gleichbleibenden Vaccinemengen individuell verschieden ist und daB 
verschiedene Vaccinemengen nicht proportionale y-Globulinvermehrung 
als Ausdruck der Antikérperbildung zur Folge haben. Dies steht in 
Ubereinstimmung mit der immunologisch festgestellten Tatsache der 
individuell verschieden starken Antikérperbildung trotz gleicher Antigen- 
menge. 

Ks sei auch ausdriicklich hervorgehoben, daB unsere Zahlenangaben 
der letztangefiihrten Tabelle ausschlieBlich fiir Rinder gelten und daB 
infolgedessen daraus nach Kabat® und Leyton’ keine ins einzelne 
gehenden quantitativen Riickschliisse auf andere Tierarten gezogen 
werden kénnen. 


Zusammenfassung 


Die relative Hohe der Proteinfraktionen im Serum von Rind und 
Pferd JéBt sich nicht mit Durchschnittszahlen angeben, sondern ist 
fiir jedes einzelne Individuum zwar durch wenigstens 4 Wochen in engen 
Grenzen gleichbleibend, zeigt aber individuell starke Verschiedenheiten. 
Dies 1aBt sich durch papierelektrophoretische Analyse der Seren trotz 
der dabei zu beobachtenden methodischen Schwankungen ebenso wie 
durch freie Elektrophorese feststellen. 

Nach Vaccinierung tritt eine ebenfalls papierelektrophoretisch 
nachweisbare Vermehrung der y-Globulinfraktion ein, die im Sinne 
unserer friiheren Mitteilung als Ausdruck einer vermehrten Antik6rper- 
bildung gedeutet werden kann. 








5 H. Peter, A. Hanser u. D. Amelung, Z. Immunitatsforsch. exp. Therap. 
109, 383 [1952]. 

6 KE. A.Kabat, J. exp. Med. 69, 103 [1939]. 

7 G. R. Leyton, Krebsarzt 6, 10 [1951]. 
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Nucleoprotamin 
V. Mitteilung 
Von 
K. Felix und A. Krekels 


Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M. 
Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. August 1953). 


Das Nucleoprotamin der Spermatozoen des Herings haben wir bis 
jetzt nur aus den alten Vorraten an getrockneten Spermatozoenképfen 
dargestellt, die wir in den Jahren 1936 bis 1938 gesammelt hatten. 
Wir extrahierten das Nucleoprotamin mit 10-proz. Kochsalzlésung und 
fallten es mit destilliertem Wasser in Form langer Fasern}. 

Im vergangenen Jahr haben wir Heringstestikel aufgearbeitet, die 
im frischen Zustand gefroren worden waren. Die nackten Kerne waren 
aus diesem Material nicht so leicht zu gewinnen wie aus abgestreifter 
Milch. Es stért das Gewebe, das die Wand der Testikel aufbaut. Im 
Prinzip sind wir wie friiher vorgegangen, d. h. wir haben das zerkleinerte 
Material zur Plasmolyse in viel dest. Wasser suspendiert und dann 
absitzen lassen bzw. abzentrifugiert. Neben den Kernen setzten sich 
noch die zerkleinerten Massen der Testikelwand in besonderen etwas 
braunlich gefarbten Schichten ab. Die Schicht der Kerne war an der 
rein weiBen Farbe zu erkennen. Sie wurde mit dem Spatel abgetrennt 
und, wie friiher angegeben, weiter aufgearbeitet. Unter erheblichen 
Verlusten bekamen wir schlieBlich ein lockeres weiBes Sediment, das 
nach der mikroskopischen Kontrolle nur aus nackten Kernen bestand. 
Getrocknet enthielt es 19,73°, Stickstoff, 5,76°,, Phosphor und 30,42% 
Arginin, also ungefaihr ebensoviel wie die Kerne aus den Forellen- 
spermatozoen. Auf 1 Atom Phosphor kam wieder nicht genau ein 
Argininrest, sondern etwas weniger, nimlich 0,94. Diese Zahlen stimmen 
innerhalb der Fehlergrenzen sehr gut mit jenen iiberein, die wir damals 
bei der Analyse des faserigen Nucleoprotamins aus den getrockneten 
Spermatozoenképfen des Herings erhalten hatten (19,57% N, 5,68% P 
30,77% Arginin, P/Arg. 0,961). 

Es bestatigt sich auch fiir die Spermatozoen des Herings, daB ihr 
Kern nur aus Nucleoprotamin besteht. 

Die Kerne losen sich vollstindig in 10-proz. Kochsalzlésung und 
wenn man diese Lésungen in dest. Wasser eingieBt, fallt wieder das 
Nucleoprotamin in langen Fasern aus. 

Man kann auch die aufgetauten und zerkleinerten Testikel direkt 
extrahieren, wobei man wieder eine hochviskése Fliissigkeit erhilt. 
Als wir aber diese in Wasser eingossen, fielen keine Fasern, sondern 
eine mehr gallertige Masse aus. 

Die direkte Extraktion der aufgetauten Testikel lieferte also nicht 
das gleiche faserférmige, in Wasser vollkommen unldsliche Nucleo- 


> 
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protamin wie die Extraktion der nackten Kerne oder die der getrockneten 
Spermatozoenképfe. Eine der beiden Komponenten des Nucleo- 
protamins mu also wahrend der Extraktion veraindert worden sein, 
wahrscheinlich durch Fermente im Gewebe der Testikelwand. 

Wir vermuten, daB der Protaminanteil gespalten worden ist; denn 
als wir den Extrakt in Alkohol eingossen, fielen wieder lange Fasern aus. 
Die gleichen Fasern erhielten wir auch, wenn wir den Extrakt in n- 
Salzsiure oder Schwefelsiure eingossen. 

Wenn die gewaschenen und getrockneten Fasern wie tblich mit 
0,2-proz. Salzsiure behandelt wurden, ging-kein Protamin in Lésung; 
d. h. es fiel nichts mit Natriumpikrat aus. Die Fasern miissen demnach 
ausschlieBlich aus Nucleinsiure bestanden haben. 

In der starken Kochsalzlésung dissoziiert das Nucleoprotamin 
in seine beiden Komponenten. In diesem Stadium schiitzt die Nuclein- 
siure das Protamin nicht mehr gegen proteolytische Fermente?. Die 
durch Natriumpikrat nicht mehr fallbaren Spaltprodukte des Clupeins 
geben offenbar mit Nucleinsiure kein schwer lésliches Salz mehr. 


Beschreibung der Versuche 


1. Darstellung der Spermatozoenkerne aus gefrorenenHeringstestikeln 

500 g gefrorene Testikel wurden aufgetaut, zerkleinert, durch Gaze koliert, 
das Kolat in 5/1 Wasser eingeriihrt und iiber Nacht stehengelassen. Von dem 
braunlich gelben Bodensatz wurde dekantiert und dieser selbst in kleinen Portionen 
mit Wasser homogenisiert und 15 Min. bei 3000 Umdrehungen zentrifugiert. 
Sediment und Uberstand waren noch braunlich gefarbt. Von jenem lie® sich mit 
dem Spatel eine braungelbe Oberschicht abheben. Unter ihr lag eine weirs Schicht 
aus nackten Kernen und unter dieser wieder eine braunliche Schicht. Die Kern- 
schicht wurde mehrmals mit Wasser gewaschen und schlieBlich in ihm suspendiert. 
Aus der Suspension setzte sich im Verlauf mehrerer Stunden ein weiBer Bodensatz 
ab. Dieser wurde wie die Kerne aus den Forellenspermatozoen weiter behandelt'. 
Die Kerne waren unter dem Phasenkontrastmikroskop vdéllig rein. Sie gaben die 
gleichen Reaktionen wie die bisher aus Fischspermatozoen dargestellten Kerne, 
insbesondere waren die Reaktionen auf Tyrosin, Tryptophan und Cystin negativ. 
Bei der Millon-Reaktion verhielten sie sich wie die Kerne aus Forellenspermatozoen’®. 


2. Analyse der bei 100° im Hochvakuum iiber P,O, getrockneten Kerne 


Ns 
Einwaage 10,7 mg 11,6 mg 
verbr. n/20-H,SO, 3,015 cm? 3,415 cm? 
gef. N 2,11 mg 2,29 mg 

- 19,72% 19,74, 
Mittel: 19,73°,, 

Ps 
Kinwaage 14,6 mg 7,3 mg 
Extinktion 0,705 0,350 
gef. P: 0,865 mg 0,410 mg 


5,92), ———-B,61% 
Mittel: 5,76°%, 
i N/P = 3,42 


2 Vgl. dazu H. G. Klingenberg, diese Z. 290, 139 [1952]. 
°K. Felix, J. Hartleib u. A. Krekels, diese Z. 290, 66 [1952]. 
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Arginin: 
Einwaage 
Flavianat ,4 mg 
Arginin 14,4mg = 30,42% 
P/Arg. = 1:0,94 


3. Direkte Extraktion des Nucleoprotamins aus den Testikeln ~ 

300 g zerkleinerte Testikel wurden in Wasser zu einem Gesamtvolumen von | 
31 suspendiert und mit 30 g NaCl versetzt. Dabei wurde die Masse sehr viskos 
und muBte noch mehrmals mit 10-proz. NaCl-Lésung verdiinnt werden, insgesamt — 
auf das doppelte Volumen. Nach 24 Stdn. wurden die ungelésten Gewebsteile 
bei 3000 Umdrehungen abzentrifugiert. Der viskose Uberstand wurde, wie iiblich, — 
in viel Wasser eingegossen. Dabei schied sich eine gallertige Masse ab, die sich | 
nicht um einen Glasstab wickeln lieB. Eine Probe wurde vorsichtig herausgenommen 
und mit Wasser und Alkohol gewaschen. Die Ausbeute stand in keinem Verhaltnis 
zur eingegossenen Lésung. 

Wenn wir dagegen den NaCl-Extrakt direkt in 96-proz. Alkohol oder n-HC 
bzw. n-H,SO, gossen, dann bildeten sich lange Fasern aus, die sich bequem um einen ~ 
Glasstab wickeln und trocknen lieBen. 

Bei der Extraktion der Fasern mit 0,2-n. HCl gingen keine Substanzen in 
Lésung, die mit Na-Pikrat ein schwer ldsliches Pikrat gaben. 


Zusammenfassung 
Aus gefrorenen Heringstestikeln wurden die Kerne der Sperma- 
tozoen isolieft und analysiert. Aus den zerkleinerten Testikeln lieB 
sich direkt kein unverandertes Nucleoprotamin mit 10-proz. Kochsalz- 
losung extrahieren. 








